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Experimentelle Untersuchungen iiber den Einflu6 
der Nebennieren auf den Brenztraubensiiurespiegel 
im Blut bei Ratten. 

Von 
Hans W. Schmidt'. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin. ) 


(Eingegangen am 13, Februar 1942.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Von gréBter Bedeutung fiir den Ablauf vitaler Vorgange im tieri- 
schen Organismus ist der Einflu8 der Nebennieren auf den Gesamt- 
kohlenhydratstoffwechsel. Manche durch Ausfall oder Unterfunktion 
dieses lebenswichtigen endokrinen Driisensystems bedingten Stérungen 
und Krankheitserscheinungen finden ihre Erklarung im Versagen der 
Steuerung des Kohlenhydrathaushaltes, wie z. B. die Adynamie, das 
Absinken der Ké6rpertemperatur, die hypoglykamischen Schock- 
zustaénde. Ausfall der Nebennieren hat in Beziehung zum Kohlen- 
hydratstoffwechsel Abnahme der Glykogendepots (2), Sinken des Blut- 
zuckers (2) (3) (4), Anstieg der Blutmilchsaure (2), Erniedrigung der 
Kreatinphosphorsiure der Muskulatur (5), Erhéhung des anorganischen 
Phosphors (5) zur Folge. Im Mittelpunkt des intermediairen Kohlen- 
hydratstoffwechsels steht aber besonders auch die Brenztraubensaure. 
Im Zusammenhang mit der Funktion der Nebennieren hat sie bisher 
nur wenig Bearbeitung gefunden. Das mag seinen Grund darin haben, 
da8& bis vor kurzem eine exakte Mikromethodik zur Bestimmung der 
Brenztraubensaure in kleinen Blutmengen fehlte. Im Buch Verzérs (1) 
findet sich der Hinweis auf Untersuchungen von Fitz Gerald (14) tiber 
Bisulfitbindungsfahigkeit des Blutes, woraus hervorgeht, dab letztere 
bei adrenalektomierten Tieren erhéht, die Brenztraubensdure dagegen 
eher vermindert ist. Erst seitdem wir das von Lu 1939 (6) an- 
gegebene Verfahren zur Bestimmung der Brenztraubensaéure haben, 
sind wir in der Lage, auf breiterer Basis derartige Untersuchungen 
durchzufiihren. In einer kiirzlich in dieser Zeitschrift erschienenen 
Mitteilung (7) konnten auch wir zeigen, daB die Héhe des Brenztrauben- 
siurespiegels im Blute bei Fehlen der Nebennieren eine Anderung 
erfahrt. Es ergab sich an Rattenversuchen, daB nach doppelseitiger 
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Epinephrektomie der Gehalt dieses Stoffwechselzwischenproduktes im 
Blut im Stadium der Nebenniereninsuffizienz absinkt. Fanden wir bei 
Vergleichstieren, namlich scheinoperierten Ratten, im Niichternblut 
einen durchschnittlichen Brenztraubensiurewert von 24 y/ecm, so 
wiesen die nebennierenlosen Tiere unter sonst v6éllig gleichen Bedin- 
gungen einen mittleren Gehalt an dieser Séure von 11,4 y/cem auf. 

Es erhob sich nun die Frage, welchem Nebennierenfaktor der 
regulierende EinfluB auf den Brenztraubensauregehalt im Blute zuzu- 
schreiben ist. Beruht die Senkung des Spiegels auf einem Ausfall des 
Nebennierenmarks, oder ist das Nebennierenrindenhormon oder sind 
beide zusammen dafiir verantwortlich zu machen? In dieser Arbeit 
wurde zur Klirung dieser Frage eine Anzahl Versuche unternommen. 


Aus Untersuchungen von 7'haddea (2) und anderen Autoren (8) ist 
bekannt, da beim nebennierenlosen Organismus der Blutzuckeranstieg 
nach Adrenalingaben sehr stark verzégert oder iiberhaupt nicht eintritt. 
Nach Zufuhr von Nebennierenrindenhormon verliuft die Blutzucker- 
kurve im Adrenalinversuch wieder normal. Diese Tatsache ist beweisend 
fiir das notwendige Vorhandensein des Nebennierenrindenhormons fiir 
die hierbei sich abspielenden Kohlenhydratregulationen. Es erhob sich 
nun die Frage, wie sich die Brenztraubenséure im Adrenalinversuch 
beim nebennierenlosen Tier verhalt. Um eine brauchbare Vergleichs- 
grundlage zu haben, war es notwendig, eine Kontrollgruppe zu schaffen, 
bei welcher der gleiche Versuch an nicht nebennierengestérten Tieren 
zur Durchfiihrung kam. Diesem Zweck diente wie friiher eine Serie 
von scheinoperierten Ratten. Nach Priifung der Brenztraubensaure- 
reaktion unter Adrenalingaben an epinephrektomierten Tieren war 
schlieBlich Nebennierenrindenhormon zuzufiihren und der gleiche 
Versuch mit Adrenalin zu wiederholen. Zudem interessierte auch das 
Verhalten der Brenztraubensiure im Blute nach bloBer Zufuhr von 
Desoxycorticosteronacetat ohne Adrenalininjektion. 

Die allgemeinen Versuchsbedingungen waren die gleichen wie die in 
der vorigen Mitteilung angegebenen. Auch diesmal wieder wurden Albino- 
ratten im Gewicht von 160 bis 230 g benutzt. Es kamen in der Mehrzahl 
mannliche Tiere zur Verwendung. Auch diesmal waren die Tiere, immer 
in Einzelkafigen gehalten, vor der Bestimmung 24 Stunden niichtern 
gelassen. Es wurde Brenztraubenséure nach Lu, Blutzucker nach Hagedorn- 
Jensen in dem durch Dekapitation gewonnenen Blut in Doppelversuchen 
bestimmt. Alle Tiere wurden nachher geéffnet und makroskopisch unter- 
sucht. Bei Verdacht auf Vorhandensein von Nebennierengewebsresten 
wurde histologisch kontrolliert. Bei den strengen Anforderungen, die wir 
an die Versuchsbedingungen stellten, hatten wir bei den nebennierenlosen 
Tieren eine hohe Verlustquote. Sehr viele von ihnen gingen in der 24stiindi- 
gen Niichternperiode vor dem Versuch ein. Dies war meist um den 5. Tag 
nach der Operation der Fall. Zwei Drittel aller nebennierenlosen Ratten, 
denen kein Nebennierenrindenhormon gegeben worden war, starben an 
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Nebenniereninsuffizienz. Mit Riicksicht auf diesen Ausfall wurden diesmal 


die Bestimmungen nicht wie friither am 7. oder 8. Tage nach der Operation, 
sondern meist einige Tage vorher durchgefiihrt. Vorbedingung war eine 
makroskopisch reizlos verheilte Operationswunde. 

Als Kontrolltiere dienten, wie gesagt, scheinoperierte Ratten. Bei 
ihnen wurde wie beim Haupteingriff mit doppelseitiger, lumbodorsaler 
Schnittfiihrung vorgegangen, jedoch die Nebennieren nach Anheben in der 
Bauchhoéhle belassen. Die Tiere tiberstanden den Eingriff ohne weiteres. 

Zum Versuch bekamen die Tiere 0,i mg Adrenalin einer jedesma| 
frisch verdiinnten Lésung intramuskular injiziert. Genau 45 Minuten 
danach wurden sie getétet und sofort mit der Blutanalyse begonnen. 
Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle I zusammengestellt. Man er- 
kennt, daB in fast allen Fallen ein starker Anstieg des Brenztrauben- 
siurespiegels zu verzeichnen ist. Es werden Werte bis zu 60,8 y cem 
gefunden. Der Durchschnittswert von 39,3 y/cem liegt um 62,5°,, 
héher als der bei scheinoperierten Tieren ohne Adrenalinzufuhr er- 
mittelte Wert. Die Versuche bestatigen vollauf die von Kuler und Mit- 
arbeitern (9) sowie Nylin und Mitarbeitern (10) gefundene Tatsache eines 
Brenztraubensaureanstiegs im Blut nach Adrenalingaben. Nur ver- 
einzelt wird ein héherer Anstieg vermiBt. Diese Reihe |aBt erkennen, 
daB aus einer zu geringen Anzahl von Versuchstieren iiber das Verhalten 
des ja besonders labilen Brenztraubensduregehalts im Blut keine 
bindenden Schliisse gezogen werden diirfen. Ein Blick auf die zugleich 
gefundenen Blutzuckerwerte (Bl. Z.) laBt erkennen, daB auch diese 
hoch ansteigen. 


Tabelle I. Scheinoperierte Tiere: Adrenalinversuch (0,1 mg). 





Nr. Geschlecht — sass nak — Blutzucker — Gewichts- 
Operation yleem mg% s iinderung 
61 Q te 60,8 268 170 + 2 
63 Q . 25,8 83 170 42 
67 Q 4. 59,7 118 172 36 
70 o 6. 38,8 204 190 1 
71 a 5. 26,6 193 224 - 2 
76 fou 6. 34,4 156 180 28 
78 rou 5. 32,5 162 176 + 2 
83 rou 7. 31,8 148 162 + 2 
84 ron (2 35,1 167 164 —12 
95 Q 5. 44,2 157 164 —12 
116 rou 6. 38,1 157 198 — 30 
126 on t 40,8 125 165 — 1 
127 rou ibs 38,4 143 162 — 15 
Mittel : 39,0 159 


Nebennierenlose Tiere konnten 12 gepriift werden. Sie wiesen 
fast alle Symptome der Nebenniereninsuffizienz auf. Das Versuchs- 
ergebnis geht aus Tabelle IL hervor. Man erkennt sofort ein vdllig 
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Tabelle I]. Nebennierenlose Tiere: Adrenalinversuch (0,1 mg). 








Nr. Geschlecht be 5 = — Blutzucker ——— Gewichts- 
Operation y/ecm | mg% anderung 
58 fe) 5. 14,1 95 180 — 16 
59 Q 6. 17,9 70 190 — 6 
66 9 5. 7,2 42 180 — 34 
74 o 5. 12,9 98 227 — 39 
75 ro 5. 17,0 106 200 - 66 
77 o 5. 16,5 43 176 — 24 
80 ot 4. Oa 178 — 28 
82 ror 3. 20.9 | 117 168 — 4 
86 g 5. 18,0 93 172 = te 
91 ro 5. 15,5 38 180 — 38 
114 re 5. 21,1 104 184 — 24 
115 ro 6. 30,9 136 190 — 24 
Mittel: 16,7 81,5 


anderes Verhalten des Brenztraubensaurespiegels im Blut im Vergleich 
zu unserer Kontrollgruppe. AuBer einem herausfallenden Wert von 
30,9 y/eem bewegen sich die gefundenen Brenztraubensiuremengen 
zwischen 7,2 und 21,1 y/ecm Blut. Der Durchschnitt errechnet sich 
mit 16,7 y/eem. Es ergibt sich somit, da8 im Adrenalinversuch der 
Brenztraubensaurespiegel im Blute bei nebennierenlosen Ratten inner- 
halb von 45 Minuten nach Injektion des Hormons nur eine geringe oder 
zum Teil gar keine Veranderung im Vergleich zu der erheblichen 
- Steigerung bei vergleichbaren normalen Individuen erfaihrt. Unser 
Durchschnitt liegt sogar noch unter dem bei scheinoperierten nicht 
adrenalinbehandelten Versuchstieren gefundenen Wert. In Bestatigung 
fritherer Versuche bleibt auch der Blutzuckeranstieg aus. Das Tier 
Nr. 115, bei dem hoher Brenztraubensaurewert und hoher Blutzucker 
gefunden wird, ]a8t an das Vorhandensein akzessorischer Nebennieren- 
keime denken. 

Einer dritten Gruppe epinephrektomierter Tiere wurde nun Neben- 
nierenrindenhormon in Form des 6lléslichen Desoxycorticosteronacetats 
(Percorten') zugefiihrt. Die Tiere bekamen taglich 3,5 mg_ intra- 
muskular injiziert. Die letzte Spritze wurde etwa 5 Stunden vor dem 
Adrenalinversuch gegeben. Dieser kam in gleicher Weise wie vorher 
zur Durchfithrung. Aus Tabelle III ist zu ersehen, daB hinsichtlich des 
Verhaltens der Brenztraubensaure wieder normale Verhaltnisse herrschen. 
Wir bekamen bei allen Tieren mit groBer RegelmaBigkeit eine erhebliche 
Anreicherung der Brenztraubensiéure im Blut. Die Werte umfassen 
den Bereich zwischen 33,4 und 55,7 y/eem und ergeben einen Durch- 
schnitt von 44,5 y/ccm. Mit anderen Worten: im Adrenalinversuch 
reagieren hinsichtlich der Veranderung des Brenztraubensauregehalts 


1 Fiir die freundliche Uberlassung von Versuchsmengen Percorten bin 
ich der Firma Ciba A.-G. zu groBem Dank verpflichtet. 
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Tabelle IIT. Nebennierenlose Tiere. 


Zufuhr von taglich 3,5 mg Nebennierenrindenhormon und Adrenalin- 
versuch (0,1 mg). 





Tag nach __ Brenztrauben- Anfangs- 





Be | tse siure Blutzucker gewicht Gewichts- 
Nr Geschlecht Goau oo yea ale i iinderung 
101 ro 6. 55,7 180 200 8 
102 fou 6. 40,5 182 194 - 8 
103 rou 6. 44,2 178 202 8 
104 rou 6 44,8 206 208 — 38 
105 ror 7 37,4 197 218 27 
106 ro 7 49,0 199 215 21 
111 rou 6. 39,8 176 184 + 7 
112 Q 6. 55,7 182 238 18 
13 Q 6. 33,4 201 234 -19 

| Mittel : 44.5 189 


im Blut die nebennierenlosen jedoch rindenhormonsubstituierten Tiere 
wieder wie gesunde bzw. nur scheinoperierte Individuen!. In Abb. 1 
sind die Ergebnisse dieser Versuchsreihe graphisch veranschaulicht. 


Wie man sieht, verhalten sich die 0 
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Brenztraubenséure und der Blut- yam mg% 
zucker in ihren Durchschnittswerten Ww 
gleichsinnig. » 
In Erginzung dieser die Wichtig- ‘$7 
e ° ° S 
keit des Nebennierenrindenhormons $ 100 
oo oe S 
fiirden Brenztraubensaurestoffwechsel “0 
unter Beweis stellenden Versuche £ 
ae : 10 
sollte noch an Hand einiger mit Per- 
corten behandelter Tiere ohne Adre- ? 0 
nalinzufuhr gezeigt werden, wie sich 
der Brenztraubensaurespiegel nach Abb. 1. Brenztraubensiure im Blut und 
= a ; , Blutzucker 45 Minuten nach Injektion 
Nebennierenrindenhormongaben al- von 0,1 mg Adrenalin. 4A Scheinoperierte, 
lein verhielt Auch in dieser Reihe B nebennierenlose, C rindenhormonbe- 


F : = handelte, nebennierenlose Tiere. 
herrschten die gleichen Versuchs- 


bedingungen wie friiher. In Vorversuchen war einigen Tieren taglich 
nur 2,5 mg Desoxycorticosteronacetat gegeben worden. Ein Tier kam 
dabei in schweren hypoglykimischen Schock. Der Brenztraubensaure- 
gehalt betrug bei diesem 1,8 y/ecm, war somit extrem erniedrigt. An 
Blutzucker wurde 31 mg%% gefunden. Da uns daher die Dosis von 
2,5 mg fiir unsere Versuche als zu niedrig erschien, gaben wir dann 


1 Der im Durchschnitt gegeniiber scheinoperierten Tieren etwas 
starkere Brenztraubensaureanstieg in dieser Gruppe la8t sogar daran 
denken, ob sich in diesem Verhalten nicht eine besondere Adrenalinempfind- 
lichkeit der nebennierenlosen, jedoch mit Rindenhormon behandelten Ratten 
offenbart. 


Bluteucker 
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taglich 3,5 mg. In Tabelle IV sind die Ergebnisse von 12 Tieren zu- 
sammengestellt. Der Brenztraubensaurespiegel bewegt sich um einen 
mittleren Wert von 17,3 y/ccm. Er erreicht also im Vergleich zu unseren 
scheinoperierten Kontrollen, bei denen ein Durchschnitt von 24 y/eem 
ermittelt worden war, nicht den Normalwert. Nur 3 Tiere weisen 
einen solchen auf. Es ist zu bemerken, daB das Tier Nr. 133 zur Zeit 
der Bestimmung deutlich adynamisch war. 


Tabelle IV. Nebennierenlose Tiere. 


Zufuhr von taglich 3,5 mg Nebennierenrindenhormon. 





Nr. Geachlecht “— —— bee Blutzucker po Gewichts- 
Operation yjecm mg% . anderung 
117 rou 7. 26,8 66 178 4 
118 vou 6. 30,4 82 185 28 
119 fou 6. 26,0 80 193 — 27 
121 o" 6. 15,3 90 219 + ] 
123 fou 6. 18,7 72 230 10 
125 oC" 6. 12, 8: 170 — 26 
132 fon 6. 12,7 65 206 +14 
133 rou 6. 9,9 47 172 — 13 
134 rou 6. 13,1 67 165 + 23 
135 rou a 17,1 73 158 0 
136 row sz 14,1 63 160 +16 
137 rou 


6 | i 71 160 + 2 
Mitte] : 17,3 71,5 


Unsere Untersuchungen iiber den EinfluB der doppelseitigen 
Epinephrektomie auf den Brenztraubensduregehalt im Blut hatten die 
Tatsache ergeben, daB dieses intermediaére Zwischenprodukt des Stoff- 
wechsels eine Herabsetzung erfahrt. Im Stadium ausgesprochen hypo- 
glykamischen Zustandes sinkt die Brenztraubensaiure sogar auf extrem 
niedrige Werte ab. Es wurde erwogen, ob diese Erscheinung nicht mit 
der Verarmung des Organismus an abbaufahigem Glykogen und der 
Verminderung des Blutzuckers zusammenhangt. Da angenommen wird 
[ Verzar (1), Thaddea (2)], daB das Nebennierenrindenhormon den Glykogen- 
aufbau férdert, wiirde diese Annahme ihre Berechtigung haben. Ausfall 
des Nebennierenrindenhormons bewirkt Stérung der selektiven Glucose- 
resorption sowie der intermediiren Phosphorylierungsvorgainge. Folge 
sind Glykogenminderung und Blutzuckersenkung und demnach auch 
Brenztraubensaureherabsetzung. Daf der Nebennierenrinde im Zuge 
dieser Kohlenhydratumsatze eine Bedeutung fiir den Brenztraubensaure- 
haushalt zukommt, zeigen unsere jetzigen Versuche: es wird im Adre- 
nalinversuch an Nebennierenlosen der beim normalen Organismus 
beobachtete Brenztraubenséureanstieg vermiBt. Zufuhr von Neben- 
nierenrindenhormon stellt die normalen Verhaltnisse wieder her. 
Gobell (11) glaubt aus Belastungsversuchen an gesunden Kindern 
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schlieBen zu kénnen, dab die Nebennierenrinde den Abbau von Glykogen 
zu Hexosediphosphorsaure erméglicht. Beim nebennierenlosen Orga- 
nismus wiirde auf Adrenalin keine Erhéhung des Blutzuckers mehr 
eintreten, da eben dieser Phosphorylierungsvorgang gestért ist. Auch 
diese Theorie wiirde unserer Annahme, daf die Brenztraubensaure- 
senkung bei Nebennierenlosen Folge der Glykogenverarmung und 
Blutzuckersenkung ist, nicht im Wege stehen. Damit iibereinstimmen 
wiirde auch das beobachtete gleichsinnige Verhalten von Blutzucker 
und Brenztraubenséure im Adrenalinversuch. Wir haben jedoch bereits 
darauf hingewiesen, da die Verhaltnisse in bezug auf den Brenztrauben- 
siuregehalt im Blute sicherlich komplizierter liegen. Die Bedeutung des 
Nebennierenmarks wird aus der letzten Versuchsreihe ersichtlich, bei 
der nach bloBer Zufuhr von Nebennierenrindenhormon an nebennieren- 
lose Tiere der bei vergleichbaren Kontrollen gefundene Brenztrauben- 
siuregehalt nicht ganz erreicht wird. Liegt ein Ubergewicht des 
Insulins vor, das nach Untersuchungen von v. Euler am normalen Tier 
eine senkende Wirkung auf den Brenztraubensiuregehalt im Blute 
ausiibt ? Bekanntlich bestehen auch enge Beziehungen zwischen dem 
Vitamin B, und dem Brenztraubensiurehaushalt. Auf Zusammen- 
hange zwischen B-Avitaminose und Nebennieren haben schon Schmitz 
und Mitarbeiter (12) (13) hingewiesen. Es war ihnen gelungen zu zeigen, 
da Injektion von Nebennierenextrakt bei mit poliertem Reis ge- 
fiitterten Tauben die Erscheinungen der B-Avitaminose nicht zum 
Ausbruch kommen |aBt. Ebensowenig tritt dabei die bei diesem Vitamin- 
mangel zu beobachtende Hypertrophie der Nebennierenrinde ein. — 
Thaddea (2) weist darauf hin, daB das Bild der B,-Avitaminose weit- 
gehend dem Zustand gleicht, der sich nach Nebennierenexstirpation 
entwickelt. Nach Verzdrs Lehre werden auch die B-Vitamine unter 
dem EinfluB des Nebennierenrindenhormons in ihre funktionelle Form 
durch Phosphorylierung iibergefiihrt. So enthalt die fiir x-Ketosaéuren 
spezifische Decarboxylase als Co-Ferment den Pyrophosphorsaureester 
des Vitamins B,. Da die Decarboxylase nun die im Stoffwechsel- 
geschehen sich bildende Brenztraubensiure abbaut, hat Mangel an 
dieser, wie er bei B,-Armut auftritt, Anstieg der Brenztraubensaure 
zur Folge. Einer B,-Armut gleich kame das Unvermdégen des Organis- 
mus, zugefiihrtes Vitamin B, zu phosphorylieren. Nebennierenlose 
Tiere wiirden daher eine Anreicherung der Brenztraubensaure erwarten 
lassen. Dies ist nach unseren Versuchen bei Ratten nicht der Fall. 
Auch diese Tatsache weist darauf hin, da die Ursache der im Gegenteil 
gefundenen Herabsetzung der Brenztraubenséiure im Zustand der 
Nebenniereninsuffizienz bei den Ausgangsprodukten der Brenztrauben- 
siure zu suchen ist. — 

Wir glauben in dem Verhalten der Brenztraubensaure beim Adre- 
nalinversuch an scheinoperierten, nebennierenlosen und schlieBlich 
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rindenhormonsubstituierten, nebennierenlosen Tieren einen weiteren 
Beleg fiir Verzdrs Theorie iiber die Notwendigkeit des Nebennieren- 
rindenhormons fiir den Ablauf der intermediaren Phosphorylierungs- 
vorginge zu sehen. Ausfall des Nebennierenrindenhormons fiihrt zu 
Glykogenverarmung, Blutzuckersenkung und Absinken der Brenz- 
traubenséure. Percortenzufuhr stellt die Funktion der Phosphorv- 
lierungen wieder her. Auf den Adrenalinreiz hin kann daher der Glyko- 
genabbau wieder zustande kommen. Es erfolgt Erhéhung des Blut- 
zuckers und der Brenztraubensaure. 


Zusammenfassung. 


1. Bei scheinoperierten Kontrolltieren bewirkt Adrenalinzufuhr 
einen starken Anstieg des Brenztraubensaurespiegels im Blut. 

2. Beim nebennierenlosen Tier im Stadium der Insuffizienz bleibt 
im gleichen Adrenalinversuch dieser starke Anstieg aus. Es werden 
Brenztraubensiurewerte gefunden, die im Durchschnitt kaum den 
gewohnlichen Brenztraubensaurespiegel scheinoperierter Kontrolltiere 
erreichen. 

3. Nach taglicher Nebennierenrindenhormonzufuhr (Percorten) an 
nebennierenlose Ratten verléuft der Adrenalinversuch in Beziehung 
zur Brenztraubensaure wieder normal. 

4. Nach Behandlung nebennierenloser Tiere mit Nebennierenrinden- 
hormon allein wird der bei Kontrolltieren gefundene durchschnittliche 
Brenztraubensaurewert nicht ganz erreicht. 

5. Die Versuche zeigen, daB neben dem Adrenalin auch dem Neben- 
nierenrindenhormon entscheidender Einflu8 auf den Brenztrauben- 
siurehaushalt zukommt und machen wahrscheinlich, daB das Zu- 
sammenwirken beider Hormone fiir Umsatze im Stoffwechselgeschehen, 
die’ sich im Brenztraubenséurespiegel des Blutes offenbaren, not- 
wendig ist. 
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Untersuchungen iiber die Lipase héherer Pflanzen. 
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A. Allgemeiner Teil. 
I. Vorbemerkung: Uberblick iiber die bisherigen Arbeitsrichtungen. 


Die ersten Beobachtungen einer Fettspaltung im Pflanzengewebe 
wurden im Jahre 1871 von M.A. Miintz? gemacht im Rahmen des 


1 Ergebnisse dieser Untersuchung haben die Herren Prof. Dr. E. Wald. 
schmidt-Leitz und Prof. Dr. A. Schaffner bereits in ihre im Jahre 1940 in 
Die Methoden der Fermentforschung‘‘, Leipzig 1940/41 erschienene zu- 
sammenfassende Abhandlung: ,,Lipasen‘‘ aufgenommen. — ? M. A. Miintz, 
Ann. Chim. 22, IV, 472, 1871. 
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um die Mitte des vorigen Jahrhunderts erwachten Interesses an pflanzen- 
physiologischen Fragen, wie Samenkeimung und der damit verbundenen 
Erforschung der Mobilisierung der Reservestoffe, Fett, Starke und 
KiweiB. Im Zuge dieser Untersuchungen bezeichnete Schiitzenberger | 
im Jahre 1876 die Entstehung freier Saure in élhaltigen Samen als 
durch Fermenttatigkeit hervorgerufen. 

Diese Arbeiten veranlaBten J. R. Green? im Jahre 1890 Ricinus- 
samen auf die Frage der Mobilisierung der Reservestoffe naher zu 
untersuchen. Er legt zum ersten Male eindeutig dar, daB die Ver- 
anderungen, die das Samen6l wahrend der Keimung erleidet, auf die 
Tatigkeit einer Lipase zuriickzufiihren sind. 


Unter solchen physiologischen Gesichtspunkten, die weniger eine Unter- 
suchung der Lipase bezwecken, als vielmehr auf die Verainderung des je- 
weiligen Oles, beziehungsweise auf andere Vorgiinge hinzielen, sind in den 
folgenden Jahren immer wieder Forschungen angestellt worden. So wurde 
der wechselnde Sauregehalt im Ol des keimenden Leinsamens auf Lipase- 
tatigkeit zuriickgefiihrt *. Ebenso konnte ein Einflu8 von Lipase fest- 
gestellt werden bei der Priifung verschiedener Varietiten der Sojabohnen 
auf Veranderung der Inhaltsstoffe, besonders des Oles 4. Bei der Unter- 
suchung der Vorginge bei der Tabakfermentation wurde Lipase als mit- 
beteiligt aufgefunden® und beim Studium der Vorgainge beim Brotbacken 
deckte man Beziehungen auf zwischen Kleberqualitat und Lipase *. 


Das Auffinden der Lipase im Ricinussamen lieB auch in anderen 6l- 
haltigen Samen Lipase vermuten. S. Fokin’? untersuchte deshalb im Jahre 
1904 eine Reihe dlhaltiger Samen aus etwa 30 Pflanzenfamilien. Dabei 
stellt er fest, daBS das Enzym im Pflanzenreich weit verbreitet ist, daB 
aber mengenmaBig groBe Unterschiede bestehen (von 60 untersuchten 
Samen wurden etwa 30 wirksam gefunden). Als besonders reich an Lipase 
bezeichnet er die Samen von Ricinus communis, Chelidonium majus und 
Linaria vulgaris. Weitere systematische Bearbeitungen ahnlichen Umfangs 
sind nicht durchgefiihrt. Wohl aber belegen noch eine Reihe anderer Ar- 
beiten das verbreitete Vorkommen von Lipase in den Pflanzensamen ®. 

Neben Untersuchungen physiologischer Problemstellung und iiber Ver- 
breitung liegen auch solche vor, die sich die Bearbeitung der EKigenschaften 
pflanzlicher Lipasen, also ihre Charakterisierung, zur Aufgabe machen. 
Hierher gehéren vor allem die Arbeiten iiber Ricinussamenlipase. Der 
Untersuchung gerade dieses Enzyms wurde groBe Aufmerksamkeit ge- 
widmet. Der Same zeichnet sich durch starke Wirksamkeit und leichte 
Zuganglichkeit- aus; auBerdem traten hier Unterschiede zwischen tierisechem 
und pflanzlichem Enzym auffallend in Erscheinung. Dazu wurde er als 


1 Schiitzenberger, Internat. scientif. Ser. XX, 1876. — ? J. R. Green, 
Proc. Roy. Soe. London 48, 370, 1890. — *% EH. R. Theis, J. S. Long u. 
G. F. Beal, Ind. eng. Chem. 22, 768, 1930. — 4 M. J. Smirnowa u. M.N. 
Lawrowa, Bull. appl. Botany (RuBl.) 5, 73, 1935; (Ref.: Chem. Zbl. 1936, 
I, 3043). — 5 Th. Andreadis, diese Zeitschr. 211, 378, 1929. — *® N.P. 
Kosmin, Das Miihlenlabor. 4, 10, 1934. — 7 S. Fokin, J. russ. physik. 
chem. Ges. 35, 831, 1197, 1904. —— ® Siehe: C. Oppenheimer, Die Fermente 
und ihre Wirkungen, Leipzig 1925, S. 509. 
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geeignet erkannt fiir ein Verfahren der enzymatischen Fettspaltung auch 
in technischem Ausma8!. Samen enderer Pflanzen dienten in viel be- 
scheidenerem Umfang der Erforschung der Eigenschaften der Lipase. 
Besonders verdienstvoll in dieser Hinsicht miissen die grundlegenden 
Arbeiten von R. Willstdtter und E. Waldschmidt-Leitz iiber Ricinussamen- 
lipase ? und von K. Bournot iiber Chelidoniumsamenlipase * genannt werden. 

Im Rahmen dieses Bereichs wandte sich eine Reihe von Forschern 
Fragen spezieller Art zu. So sah man zu Anfang des Jahrhunderts in der 
Einwirkung von Saure auf die Lipase eine bedeutsame Erscheinung *;°: ° 
Fiir Ricinuslipase wurde niamlich iibereinstimmend festgestellt, daB ein 
gewisser Saéurezusatz die Spaltung giinstig beeinfluBt. Spiter, nach Er- 
kennung der Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration fiir physio- 
logische und enzymchemische Vorginge, begegnet die Bestimmung der 
Lage des py-Wirkungsoptimums groBem Interesse. Bei einer Reihe von 
Samenlipasen weisen die Werte fiir das py-Wirkungsoptimum eine ver- 
haltnismaBig groBe Strewung auf. Diese ist wohl, abgesehen von uneinheit- 
lichen Versuchsbedingungen, zum Teil verursacht durch Heranziehung 
von Substraten und Substratgruppen, die in ihren chemischen und physikali- 
schen Eigenschaften stark variieren. Fiir Weizenlipase * beispielsweise 
ergab sich je nach dem angewandten Substrat ein Optimum von pq = 4,7 
bis 7,6, fiir Lipase aus Samen von Cannabis sativa und Cucurbita Pepo, 
Triolein als Substrat, ein Wirkungsoptimum von py = 5%. Im Tabak- 
blatt wird bei der Spaltung von Monobutyrin das Optimum bei py = 7,85 
angegeben ®. Milchsaftlipase aus Carica papaya zeigt gegen Olivendél ein 
pu-Wirkungsoptimum von py = 6, das nach Zugabe von CaCl, auf py 8,9 
iibergeht 2°. 

Zu beriicksichtigen ist aber auch, dai sich die von den einzelnen 
Autoren benutzten Samen wohl nicht in gleichem physiologischem Zustand 
befunden haben. Da8 der physiologische Zustand, z. B. des Samens, von 
ausschlaggebender Bedeutung fiir die Eigenschaften, darunter auch die 
Lage des py-Wirkungsoptimums des Enzyms ist, zeigt erstmals die schon 
erwaihnte Untersuchung von R. Willstétter und E. Waldschmidt-Leitz iiber 
Ricinussamenlipase: Die Lipase des gereiften ruhenden Samens (,,Spermato- 
lipase‘) wirkt gegeniiber Olivenél maximal bei pq = 4,7, die des kurz 
gekeimten Samens (,,Blastolipase‘‘) bei py = 4,7 bis 6,8 und die des linger 
gekeimten bei neutraler Reaktion. Die Lipase gekeimten Baumwoll- 
samens!! ist am besten bei pq = 8 bis 9 wirksam und das Enzym der Soja- 


! Siehe: EH. Hoyer, Die Fermente in der Fettindustrie; in FE. Bamann 
u. K. Myrbéck, Die Methoden der Fermentforschung (Leipzig 1941), 8S. 2816; 
vgl. auch: S. PreiZ, Fermente in der Textilindustrie, ebenda 8S. 2877, und 
zwar 8. 2899. — ? R. Willstatter u. LE. Waldschmidt-Leitz, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 134, 161, 1924. — * K. Bournot, diese Zeitschr. 52, 172, 1913; 65, 
140, 1914. — 4 W. Connstein, BE. Hoyer u. H. Wartenberg, Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 35, 3988, 1902. 5 BE. Hoyer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 
37, 1436, 1904; Zeitschr. f. physiol. Chem. 50, 414, 1906. ee 
Jalander, diese Zeitschr. 36, 435, 1911. 7 B, Sullivan u. H. Howe, 
J. Amer. chem. Soc. 55, 320, 1933. 8 E. Schreiber, Ber. d. Deutsch. 
bot. Ges. 58, 250, 1940. ® Th. Andreadis, diese Zeitschr. 211, 378, 1929. 
- 10 M, Sandberg u. E. Brand, J. of biol. Chem. 64, 59, 1925. — ™ 8S. Olcott 
u. T. D. Fontaine, J. Amer. chem. Soc. 68, 825, 1941 (Ref.: Chem. Zbl. 
1941, II, 2333). 
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bohne! zeigt bereits beim ungekeimten Samen zwei optimale, ziemlicl 
scharf abgegrenzte Wirkgebiete (gegeniiber Olivenél), namlich bei py = 5 
und py = 7. 

Auch die Frage nach der Substratspezifitét wurde haufig mehr ode: 
weniger eingehend behandelt. Beim Vergleich der Wirksamkeit der Ricinus- 
samenlipase gegeniiber einer Anzahl pflanzlicher und tierischer Ole und 
Fette, wie Ricinusél, Olivenél, Lein6él, Riib6l, Mandelél, Talg, Knochenfett, 
Fisch6l und Tran, ergibt sich, daB8 die genannten Fette gut verseift 
werden 2; 3,4, Ahnlich gut wie Olivenél wird Tributyrin ® und Triacetin® von 
Ricinussamenlipase gespalten. Dagegen sind wasserlésliche Methyl-, Athy]- 
und Amzylester niedermolekularer Saéuren, wie Essigséure, Buttersaéure 
und Malonsiéure, aber auch von Benzoeséure, Salicylsiture und Mandel- 
siure, als Substrate fiir Ricinussamenlipase nicht geeignet 7. Diese Fest- 
stellung trifft auch fiir die Lipase des Chelidoniumsamens® zu: Ole wie 
Olivenél, Mandelél und Triolein werden auBerordentlich leicht hydrolysiert, 
aber auf Athyl- und Amylester der Baldrian-, Butter- und Essigsaure 
spricht die Chelidoniumsamenlipase nur sehr langsam oder gar nicht an. 
Sojabohnenlipase ® verseift Essigsiureglycerinester besser als Buttersdure- 
athylester. Demgegeniiber fallt auf, daB die Weizenlipase!® von den Glycerin- 
estern der Séuren zwischen Essig- und Palmitinséure denjenigen der Essig- 
séure weitaus am besten verseift und da8 sie den Buttersdiureathylester 
etwa gleich gut wie den Tributterséureglycerinester spaltet. 

Zum SchluB sei noch eine Gruppe von Untersuchungen hervorgehoben, 
die die Erforschung der synthetisierenden Wirkung von Pflanzenlipasen 
zum Inhalt hat. AuBer den alteren Arbeiten von A. EL. Taylor", Y. W. Ja- 
lander'*, S. Iwanow}8, A. Welter'* und H. E. Armstrong und H. W. Gosney'® 
seien besonders diejenigen von K. Bournot'*® (Chelidoniumsamenlipase ) 
sowie von R&. Willstétter und HL. Waldschmidt-Leitz" (Ricinussamenlipase ) 
und aus jiingster Zeit von L. Velluz und Mitarbeitern !* (Ricinussamenlipase) 
sowie von G. Gorbach!® (Sojabohnenlipase) genannt. 


1 G. Gorbach, Fette und Seifen 48, 308, 1941. — 2 W. Connstein, 
E. Hoyer u. H. Wartenberg, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 3988, 1902. 
— 3 H. E. Longenecker u. D. E. Haley, J. Amer. chem. Soc. 57, 2019, 
1935; 59, 2156, 1937. — ‘4 D. E. Haley u. J. F. Lyman, ebenda 438, 
2664, 1921. 5 R. Willstétter u. E. Waldschmidt-Leitz, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 134, 161, 1924. — * A. E. Taylor, Univ. Calif. Publ. 
Path. I, 33, 1904; J. of biol. Chem. 2, 87, 1906; Zeitschr. f. physikal. 
Chem. 69, 585, 1909. — 7 H. FE. Armstrong u. E.Ormerod, Proc. Roy. 
Soe. London (B) 78, 376, 1906; vgl. auch H. E. Armstrong u. H. W. Gosney, 
ebenda 86, 586, 1913. — ® K. Bournot, diese Zeitschr. 52, 172, 1913; 65, 
140, 1914. — * K. G. Falk, J. Amer. chem. Soc. 387, 649, 1915. 
10 B, Sullivan u. H. Howe, J. Amer. chem. Soc. 55, 320, 1933. 11 4. E. 
Taylor, Univ. Calif. Publ. Path. I, 33, 1904; J. of biol. Chem. 2, 87, 1906; 
Zeitschr. f. physikal. Chem. 69, 585, 1909. — '* Y. W. Jalander, diese 
Zeitschr. 36, 435, 1911. — 138 8S. Iwanow, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 29, 
595, 1911. — 1‘ A. Welter, Zeitschr. f. angew. Chem. 24, 385, 1911. — 
18 H. E. Armstrong u. H. W. Gosney, Proc. Roy. Soc. London (B) 88, 176, 
1915. — 16 K. Bournot, diese Zeitschr. 52, 172, 1913; 65, 140, 1914. — 
1” R. Willstitter u. E. Waldschmidt-Leitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 134, 
161, 1924. — '8 A. Morel u. L. Velluz, C. r. Akad. Sc. 186, 43, 1928; Bull. 
Soc. Chim. biol. 10, 478, 1928; Z. Velluz, ebenda 16, 909, 1935; L. Velluz u. 
J. le Lous, ebenda 21, 814, 1939. — ' G. Gorbach, Fette und Seifen 48, 
308, 1941. 
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Nach der Untersuchung von Gorbach deckt sich die py-Abhangigkeit 
der lipatischen Fettsaéure-Glyceridbildung durch Sojalipase mit jener der 
Fetthydrolyse. Hier wie dort sind zwe? Wirkungsoptima zu beobachten, 
und zwar bei po = 4 bis 5 und pq = 7 bis 8,4, die der Samen- bzw. 
Keimungslipase entsprechen. Im Einklang mit den Befunden von Will- 
stétter und Waldschmidt-Leitz an Ricinuslipase ist die Synthesewirkung 
der Keimungslipase bedeutend (mehr als das Doppelte) héher als jene der 
Samenlipase. 

Durch die Arbeiten von KA. Bournot iiber Chelidoniumsamenlipase 
und diejenigen der franzésischen Autoren iiber Ricinussamenlipase sind 
einige wichtige GesetzmaBigkeiten bei der Synthese bekannt geworden: 
So der EinfluB des Molekulargewichts des Alkohols, die Eignung von 
primaren, sekundaren und tertiairen Alkoholen, die Bedeutung der Ketten- 
lange der Fettséuren und der Einflu8 von organischen Lésungsmitteln. 

Das Vorkommen und die isolierung einer Substanz aus Ricinussamen 
bzw. deren Ol durch R. Itoh', die in reduzierter bzw. oxydierter Form in 
verschiedener Weise (aktivierend bzw. hemmend) auf die Hydrolyse bzw. 
Synthese von Fett durch Ricinussamenlipase wirken soll, scheinen einer 
Bestatigung zu bediirfen. 

Nicht alle Untersuchungen auf dem Gebiete der pflanzlichen Li- 
pasen entsprechen den Anforderungen der modernen enzymchemischen 
Methodik. Sichtet man ihre Ergebnisse unter diesem Gesichtspunkt, 
so verbleibt, abgesehen von Erkenntnissen allgemeinerer Art, ein gegen- 
iiber manchen anderen Gebieten noch kleiner Ertrag. 

Es ist in diesem Zusammenhang nicht miiBig, sich die Frage nach 
der Ursache der auffallenden Benachteiligung dieses Gebietes vorzulegen. 
Zweifelsohne hat das in unserer Zeit brennende Interesse fiir das 
chemisch-physiologische Geschehen im menschlichen und tierischen 
Organismus den Forscher auf das Gebiet der tierischen Lipasen gelockt, 
zumal diese bald als der experimentellen Untersuchung leichter zu- 
ganglich erkannt wurden. Demgegeniiber erscheint das Gebiet der Li- 
pasen hiherer Pflanzen zunachst nicht so vielseitig. Es besteht jedoch 
kein Zweifel, daB nach immer besserer Uberwindung gewisser Schwierig- 
keiten methodischer Art sich dem pflanzenphysiologisch Interessierten 
stets von neuem wiinschenswerte Einblicke eréffnen. Auch die ver- 
gleichende Enzymologie hat aus griindlichen, systematischen Unter- 
suchungen dieser Lipasen einen lohnenden Beitrag zu erwarten. 


II. Probleme und Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung. 


Die Aufgaben einer ersten allgemeinen Untersuchung zeichnen sich 
klar ab: Man bedarf einer Untersuchungsmethodik, die den besonderen 
Verhiltnissen dieses Gebietes angepaBt ist. Mit ihrer Hilfe ist dann 
das Vorkommen und die Verbreitung des Enzyms im héheren Pflanzen- 
reich, besonders in den Samen und in den vegetativen Organen, fest- 
zustellen. Durch Enzym-Mengen-Vergleiche kénnen die bisherigen Fest - 


1 R. Itoh, Nature (London) 137, 783, 1936; J. of Biochem. 25, 167, 1937. 
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stellungen vertieft werden; dariiber hinaus wird man versuchen, ein 
schlagigen Fragen der Pflanzenphysiologie und Systematik naher zu 
kommen. Gleichzeitig ergibt sich dabei die Méglichkeit, Eigenschaften 
und Charakteristika der Lipasen, wie es das pxu-Wirkungsoptimum. 
das Verhalten gegeniiber aktivierenden und hemmenden Begleit- und 
Zusatzstoffen sind, in Erfahrung zu bringen. 


1. Die Methode zur Bestimmung pflanzlicher Lipasevorkommnisse. 


Nach unseren Erfahrungen eignet sich fiir die Bestimmung pflanz- 
licher Lipasevorkommnisse das stalagmometrische Verfahren ':?*:4 dey 
Tributyrinhydrolyse. 


Dieses elegante Verfahren besitzt eine auBerst groBe Empfindlichkeit. 


so daB es méglich ist, auch geringe, im Untersuchungsmaterial vorhandene 


Lipasemengen zu erfassen °. 

{in weiterer wesentlicher Vorzug zeigt sich uns darin, daB der Re- 
aktionsverlauf keine beachtenswerten Stérungen aufweist und im Falle 
der Lipasepraparate aus verschiedenen Pflanzen praktisch der gleiche ist : 
dieser Umstand erméglicht iiber die qualitative Erfassung lipatische: 
Wirksamkeit hinaus eine mengenméBige Bestimmung, so daB Vergleiche 

- wenigstens angeniherte — zwischen dem Lipasegehalt der verschiedenen 
Organe einer Pflanze, oder ein und demselben Organ verschiedener Pflanzen, 
durehgefiihrt werden kénnen. 

Ein dritter, nicht zu entbehrender Vorteil dieser Methodik beruht 
darauf, daB das Reaktionssystem geeignet ist fiir vergleichende Messungen 
bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration. Dies ist dadurch der Fall, 
daB das Substrat — im Gegensatz zu dem pq-abhangigen Emulsionssystem 
der Olspaltungsansitze — in Wasser gelost ist. 

Wagt man die Brauchbarkeit der eben erwahnten Olspaltungsmethode, 
bei der meistens die Hydrolyse von Olivenél auf alkalimetrischem Wege 
verfolgt wird, weiter gegen die Eignung unseres Verfahrens ab, so ware 
besonders noch hervorzuheben, daB erstere bei der Bestimmung geringer 
Lipasewirksamkeit nicht zu befriedigen vermag. Selbst bei langen Versuchs- 
zeiten, gelegentlich von mehreren Tagen, bleiben die Werte fiir die Aciditats- 
zunahme meist sehr gering ® 7,8; unvermeidbare oder unterlaufene Un- 
genauigkeiten entstellen daher das Ergebnis. Dazu kommt, da8B die Emp- 
findlichkeit pflanzlicher Lipasepréparate an und fiir sich lange Versuchs- 
zeiten nicht erlaubt. 

Es gibt allerdings Probleme, deren Erforschung die Anwendung einer 
anderen als der von uns gebrauchten Methodik erfordert. Das ist beispiels- 


1 P, Rona u. L. Michaelis, diese Zeitschr. 31, 345, 1911. — 2 R. Will- 
stdtter u. F. Memmen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 129, 1, 1923. — * E. Ba- 
mann u. P. Laeverenz, ebenda 228, 1, 1934. — 4 Th. Andreadis, diese 
Zeitschr. 211, 378, 1929. — * Das ebenfalls sehr empfindliche Verfahren 
der manometrischen Lipasebestimmung wurde im Falle pflanzlicher Lipase 
(Kiefersamen) von H. W. Nicolai (diese Zeitschr. 174, 373, 1926) ange- 
wendet. — ° H. R. Theis, J. S. Long u. G. F. Beal, Ind. eng. Chem. 22, 768, 
1930. — 7? S. Fokin, J. russ. physik. chem. Ges. 85, 831, 1197, 1904. - 
8 K.G. Falk, J. Amer. chem. Soc. 37, 649, 1915. 
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weise fiir das vergleichende Studium der spaltenden und synthetisierenden 
Fahigkeit von Lipasepraparaten notwendig. 

Fiir den Enzym-Mengen-Vergleich benutzen wir Lipase-Hinheiten, 
die wir im Hinblick auf das Substrat als Butyrase-[einheiten| — B-[e] 
bezeichnen. Durch diese Schreibweise bringen wir zum Ausdruck. 
daB der quantitative Vergleich nur ein angeniherter ist und ihm schein- 
bare FKinheiten zugrunde liegen. 


2. Das pu-Wirkungsoptimum der Lipase der héheren Pflanzen. 


Uber das px-Wirkungsoptimum der pflanzlichen Lipasen gibt das 
Schrifttum, wie schon eingangs dargelegt, eine vieldeutige Auskunft. 
Man war aber bisher geneigt, die pflanzlichen Lipasen als hauptsichtich 
im sauren Gebiet wirksam anzunehmen. Die vorliegende Untersuchung 
legt nun dar, daB das py-Wirkungsoptimum der Lipase der vegetativen 
Organe und der meisten reifen, ungekeimten Samen gegeniiber Tributyrin 
im alkalischen Bereich liegt. Die Wirksamkeit erstreckt sich allerdings 
bis hiniiber ins schwach saure Gebiet und ist noch gut nachweishar bei 
pu = 4,5. Das Optimum selbst zeigt eine gewisse Breite und liegt meist 
bet pu = 8.5 bis 10,5. 

Nur die Lipase des reifen, ungekeimten Ricinussamens weist das 
px-Wirkungsoptimum ausschlieBlich im sauren Gebiet, namlich bei 
einem px von 4,5 auf; ein Ergebnis, das in Einklang steht mit den 
Feststellungen der eingangs erwihnten Arbeiten!*%. Als Lipase des 
ruhenden Samens, als ,,Spermatolipase“, ist sie im alkalischen Bereich 
vollig wirkungslos. 

Die Bestimmung von Lipasepraparaten unreifer Samen und der 
vegetativen Organe der Ricinuspflanze hat dagegen, allerdings bei viel 
geringerem Enzymgehalt, ein Wirkungsoptimum bei px = 8,5 bis 10,5 
aufgedeckt. 


AuBer diesen Erkenntnissen gewinnen wir noch folgende Einsicht : 


1. Die px-Wirkungsoptima der Lipase sowohl von Samen wie auch 
von Gewebe vegetativer Organe der verschiedenen Pflanzen zeigen keine 
vollige Ubereinstimmung (Tabelle I). 


2. Das pu-Wirkungsoptimum der Lipase von Samen und von 
Gewebe vegetativer Organe kann auch im Falle ein und derselben 
Pflanzenart geringere oder gréBere (Ricinus communis) Unterschiede 
aufweisen (Tabelle I). 


1 D. E. Haley u. J. F. Lyman, J. Amer. chem. Soc. 48, 2664, 1921. 
— * R. Willstétter u. E. Waldschmidt-Leitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 134, 
161, 1924. — 3 H. BE. Longenecker u. D. E. Haley, J. Amer. chem. Soc. 
57, 2019, 1935; 59, 2156, 1937. 
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Tabelle I. 


E. Bamann u. E. Ullmann: 


Vergleich des Lipase- und Olgehalts sowie des pu-Wir- 


kungsoptimums der Lipase inden Samen und im Gewebe vegeta- 


tiver Organe verschiedener Pflanzen. 


(Die Lipasemenge ist in B-[e] pro 1 g mit Aceton und Ather getrockneten 
und entfetteten Samenpulvers bzw. 1 g Trockengewicht des Gewebebreies 
vegetativer Organe angegeben. Die Angaben iiber den Olgehalt der Samen 
sind den Handbiichern: C, Wehmer, Die Pflanzenstoffe, Bd. I und II [Jena 
1929/31] und F. Czapek, Biochemie der Pflanzen [Jena 1922] entnommen. ) 





Familie, Pflanze 


Dicotyledoneae. 
Urticaceae: 
Urtica dodarti 
Polygonaceae: 
Polygonum Bistorta 
Rheum undulatum 
Chenopodiaceae : 
Chenopodium Bonus 
Henricus 
Beta vulgaris 
Caryophyllaceae: 
Saponaria Vaccaria 
Lychnis coronaria . . 
Silene inflata 


Dianthus Caryophy]- 


Nymphaceae: 
Nvmphea alba .... 

Ranunculaceae: 
Helleborus foetidus. 
Nigella sativa 
Nigella arvensis ... 
Nigella damascena . 
Caltha palustris ... 
Aquilegia vulgaris . 
Aconitum Lycoct. . . 
Delphinium Ajacis . 
Anemone pulsat. .. 
Ranunculus acer .. 
Trollius europ. .... 

Papaveraceae : 
Bocconia cordata .. 
Roemeria rhoead. . . 


i} 
Samen * 


Vegetative Organe ** 








Lipase- | 
menge *** Pu- | 

(B-[e}) Wirkungs- | _—‘Fettes 61 
(Durch- optimum | (%) 
schnitts- der Lipase 

werte) | 


| 


10 8,5—10,5' fettreich 
—ft fettarm 


” 


1 /|85—10,6 fettarm 
gering TT | 9 


gering | Angabe fehit 
errr Angabe fehlt 


700 8,5—10,5 fettreich 
1000 =| 8,6—10,5 40 
1000 =| 8,5—10,5 —‘fettreich 

400 | 8,5 —_ 10,5 ” 

2 | 8,5—10,5 
gering | 8,5—10,5 
2° | 85—10,5 
| 8,6—10,5 

7,5 


| 8,5—10,5 


| 8,5—10,5 


3 | 85—10,5 Angabe fehlt 


Lipase- 
menge 
(B-[e]) 


gering 
4 


20 
gering 
25 
gering 


30 


gering 


60 


Par- 
Wirkungs- 
optimum 
der Lipase 


8,5—10,5 


8,5—10,5 
| 8,5—10,5 


8,5—10,5 
| 8,5 —-10,5 


| 8,5 — 10,5 


8,5—10,5 


* Im Herbst 1939 geerntet, im Laufe des anschlieSenden Winters und Frihjahrs unter- 


sucht. — 


Berechnung der B-[e] zugrunde lieg 


den M 





t— lipasefrei. +t Gering = Werte unter 1 Einheit. 


** Stengel und Blitter von jungen (Monat Mai und Juni) Pflanzen. — *** Die der 
gen sind im optimalen py-Bereich durchgefihrt 
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Untersuchungen iiber die Lipase héherer Pflanzen. 


Tabelle I (Fortsetzung). 





Familie, Pflanze 


Papaveraceae : 
Glaucium  cornicul. 
Chelidonium majus 
Papaver Rhoeas 
Corydalis cava . 

Cruciferae : 

Brassica Rapa .... 

Sinapis alba 

Capsella bursa pas- 
toris 

Droseraceae : 

Drosera rotundif. . . 
: 

Saxifragaceae : 
Saxifraga crassif. .. 

Losaceae : 

Potentilla silv. .... 

Geum urbanum ... 

Agrimonia Eupa- 
toria 

Leguminosae : 

Genista tinctoria .. 
Trifolium repens .. 
Medicago falcata .. 
Pisum arvense .... 
Soja hispida 
Melilotus offic. 

Linaceae : 

Linum usitatiss. 

Euphorbiaceae : 
Ricinus communis . 
Euphorbia palustris 

Hippocastaneae: 
Aesculus Hippocast. 

Malvaceae: 
Gossypium herba- 


Violaceae : 
Viola mirabilis .... 
Umbelliferae : 
Conium maculat. .. 
Carum Carvi 
Archangelica offic. . 
Daucus Carota 
Primulaceae : 
Lysimachia vulgaris 
Primula elatior ... 


Lipase- 


menge 
(B-[e]}) 

(Durech- 

schnitts- 
werte) 


gering 
750 
2 
5 
gering 


gering 


gering 


gering 


gering 


” 


Biochemische Zeitschrift Band 312. 


Samen 


Fettes Ol 
(%) 


Pu- 
Wirkungs- 
optimum 
der Lipase 


35 

60 

50 
fettreich 


8,5—10,5 
8,5 —10,5 
8,5 —10,5 


45 
30 


28 
Angabe fehlt 


fetthaltig 


Angabe fehlt 


’ ” 


10 
Angabe fehlt 
1—2 
17 
8 


40 


8,5—10,5 21 
Angabe fehlt 


8,5--10,5 or 
8,5—10,5 16 
8,5—10,5 Angabe fehlt 
8,5—10,5 13 


Angabe fehlt 


” ” 


Vegetative Organe 


PH- 
Wirkungs- 
optimum 
der Lipase 


Lipase- 
menge 
(B-[e}) 


40 
40 
gering 
10 


8,5 — 10,5 
8,5—10,5 
8,5— 10,5 


20 8,5—10,5 


gering 8,5—10,5 


10,5 
10,5 


gering 8,5 


1 8,5 


gering 


gering 


9 
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Tabelle I (Fortsetzung). 














Samen Vegetative Organe 
Lipase- a pei 
Familie, Pflanze menge PH- Een pu- 
(B-[e}) Wirkungs- Fettes 61 nd | Wirkungs- 
(Durch- optimum (%) (B-[e]) optimum 
schnitts- der Lipase der Lipase 
werte) | 
Gentianaceae : 
Erythrea Centaurea Angabe fehlt 2 8,5 —10,5 
Boraginaceae : 
Cynoglossum offic. 1 8,5-—-10,5  fetthaltig 
Labiatae : 
Galeopsis Tetrahit . _ 35 
Salvia offic. ...... 1 fettreich — 
Thymus serpyll. Angabe fehlt 1 8,5—10,5 
Prunella grandifl. . . _ fettreich - 
Solanaceae : 
Atropa belladonna _ gering fetthaltig 
Hyoscyamus niger 1 6,5 15 15 7,5 
Solanum Dulcamara __ gering 20 8 7,5 
Solanum Lycopers. 2 6,5 20 3 7,5 
Datura Stramonii.. ~ 23 40 7,6 
Nicotiana Tabacum 2 6,5 35 gering 
Scrophulariaceae : 
Verbascum phlom. 2 8,5—10,5 Angabe fehlt 
Scrophularia nod. . . 1 8,5—10,5 | 5 a 30 8,5 —10.5 
Veronica silv. .... _ fe m 
Veronica gentiana. . _ ” ” 
Linaria vulgaris ... 25 8,5 —10,5 35 — 
Linaria minoris ... 3 8,5—10,5 Angabe fehlt 
Digitalis purpurea . | _ 30 5 8,5—10, 
Pedaliaceae : 
Sesamum indicum . 1 8,5—10,5 57 - 
Plantaginaceae : | 
Plantago major ... a 10 
Rubiaceae : 
Galium rubrum ... — Angabe fehlt 
Valerianaceae : Kraut: — 
Valeriana offic. ... 2 8,5—10,5 Wurzel: 3 8,5 —10,5 
Cucurbitaceae : 
Citrullus Colocynth. - 17 
Bryonia alba ..... 3 25 gering 
Cucurbita Pepo citr. 8 6,5 —7,5 35 13 8,5 —10,5 
Campanulaceae : 
Campanula latifolia — | Angabe fehlt 20 8,5 —10,5 
Compositae : 
Helianthus ann. 5 7,5 50 
Artemisia Absinth. 2 6,5 Angabe fehlt 
Arnica montana .. gering * is 
Lappa offic. ...... 1 8,5—10,5 25—30 2 8,5—10,5 
Lactuca perenn. .. _ Angabe fehlt 
Hieraceum vulgat. . _ a . 
Cichorium Intybus. 1 8,5—10,5 = “a 1 8,5—10,5 
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Tabelle I[ (Fortsetzung). 








Monocotyledoneae. 


Dactylis glomorata. 
Hordeum sativum . 
Triticum sativum 


Carex pendula 
Juncus maritinus .. 


Allium sativum ... 
Veratrum album .. 
Asphodelia alba... 
Mayanthemum bifol. 


Epipactis palustris . 


Selbst bei ein 
je nach seinem physiologischen Zustand verschiedene pxu-Wirkungs- 
optima seiner Lipase beobachtet werden; so z. B. beim Samen von 


Samen Vegetative Organe 
Lipase- 
menge Pu- ipase- Pu- 
(B-[e])  Wirkungs- _—Fettes Ol eee Wirkungs- 
(Durch- optimum (%)} (B-[e]) optimum 
schnitts- | der Lipase ° der Lipase 
werte) 
25 
5 8,5—10,5 5 25 8,5—10,5 
6 8,5—10,5  fetthaltig 3 8,5—10,5 
1 8,5—10,5 2 
gering 1 


1 8,5—10,5 Angabe feblt 


” ” | 
ya 2 ad ” 
gering 8,5—10,5 9 ” 
ra 8,5 —10,5 99 ” 


*» 8,5—10,5 ” is 


und demselben Gewebe einer Pflanzenart konnen 


Ricinus communis (Tributyrin als Substrat): Unreifer Same: pu = 8,5: 
reifer ungekeimter Same: pu = 4,7: gekeimter Same: pu = 6.8. 


Unter diesen Umstinden wird die Abhingigkeit der Wirkung pflanz- 
licher Lipasen von der Wasserstoffionenkonzentration wohl nicht auf 
das Vorkommen nur zweier diskreter Einzelenzyme, also einer ,,sauren‘ 
und ,,alkalischen“* Lipase, sondern auf eine Eigenart der protoplasmatischen 
Verankerung des desmo-Enzyms zuriickzufiihren sein. Man hat also ein 
wechselndes Nebeneinanderbestehen verschiedenartiger Enzymsymplexe, 
von denen jeder fiir sich eine etwas andere Abhangigkeit der Wirkung vom py 
zeigt, anzunehmen. Diese Auffassung wird den einzelnen experimentellen 
Befunden, so dem sehr haufig beobachteten kontinuierlichen Ubergang 


der py-Abhangigkeit 


oder dem wechselnden Hervortreten bestimmter 


pu-Wirkungsmaxima, gerecht. Sie entspricht auch den heutigen Vor- 
stellungen bei anderen Enzymen und Enzymgruppen. 


3. Der Lipasegehalt der Samen und vegetativen Organe; Verbreitung 
der Lipase in den Pflanzenfamilien. 


Die quantitative Auswertung unserer an den Samen von etwa 
100 Pflanzen und den vegetativen Organen von etwa 60 Pflanzen vor- 





Q* 
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genommenen Messungen ergeben bereits ein anschauliches Bild iiber 
die mengenmaBige Verbreitung der Lipase in den einzelnen Pflanzen. 
familien. Wir versuchen, dasselbe durch Tabelle I zu vermitteln. 
Dariiber hinaus soll gleich hier auch eine Frage pflanzenphysio- 
logischer Art, namlich die der Beziehung zwischen Olgehalt und 
Lipasekonzentration, beantwortet werden. 


Aus den in der Tabelle I zusammengestellten Befunden ergibt 
sich an wichtigen Folgerungen: 

1. Lipase ist in Samen und im Gewebe vegetativer Organe héherer 
Pflanzen weit verbreitet. 

2. Unter den rund 100 aufgefiihrten Samen sind diejenigen von 
Nigella sativa, Nigella arvensis, Chelidonium majus, Delphinium Ajacis, 
Helleborus foetidus, Nigella damascena, Bocconia cordata und Ricinus 
communis reich an Lipase (1000 bis 300 B-[e] pro 1 g entfetteten und 
entwasserten Samenmaterials). 

3. Die Mehrzahl der lipatisch stark wirkenden Samen gehort 
der Familie der Ranunculaceae und der ihr verwandten Familie der 
Papaveraceae an, waihrend der lipasereiche Ricinussame der Familie 
der Euphorbiaceae zugehért. 

4. Hoher Olgehalt des Samens bedingt keineswegs starke lipatische 
Wirksamkeit. Parallelitat zwischen Ol- und Enzymgehalt tritt nirgends 
zutage, auch nicht bei den Samen aus den Familien der Ranunculaceae 
und Papaveraceae. 

5. Der Lipasegehalt des Samens einer Pflanzenart schwankt bei 
verschiedenen Untersuchungsproben zwischen gewissen, gelegentlich 
nicht unerheblichen Grenzen. Diese Schwankungen sind verursacht 
durch den Zustand des Samens; von EinfluB sind zum Beispiel der Grad 
der Reife und das Alter eines Samens. 

6. Unter den rund 60 untersuchten Pflanzengeweben vegetativer 
Organe werden in keinem Falle Lipasewerte tiber 88 B-[e] pro lg 
Trockengewicht gefunden. Mit diesem Enzymgehalt weist das Kraut 
von Urtica dodarti den Héchstwert auf. 60 B-[e] wurden in Trollius 
europaeus gemessen, 40 B-[e] in Glaucium corniculatum. Chelidonium 
majus, Gossypium herbaceum und Datura stramonium; 30 bis 20 B-[e] 
sind in Blatt- und Stengelteilen von Aquilegia vulgaris, Scrophularia 
nodosa, Nigella arvensis, Avena sativa, Helleborus foetidus, Brassica 
rapa und Campanula latifolia enthalten. 

Die genannten Pflanzen finden sich in den Familien der: Urticaceae, 
Ranunculaceae, Papaveraceae, Cruciferae, Malvaceae, Solanaceae, 
Scrophulariaceae, Campanulaceae und Gramineae. 

Parallelitat zwischen dem Enzymgehalt der Samen und dem der 
vegetativen Organe derselben Pflanzenart besteht in den meisten 
Fallen nicht: 
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Die Samen von Nigella sativa und Nigella damascena z. B. sind auBer- 
ordentlich lipasereich, die vegetativen Organe zeigen dagegen nur sehr 
geringe enzymatische Wirksamkeit. 

Haufig trifft auch das Umgekehrte zu: Beispielsweise sind die Samen 
von Urtica dodarti und Trollius europaeus lipasearm (10 bis 3 B-[e]), wihrend 
die vegetativen Organe dieser Pflanzen einen erheblichen Enzymgehalt 
(88 bis 60 B-[e]) aufweisen. 


4. Aktivierung und Hemmungq. 


Eine Reihe von Untersuchungen iiber Lipasen, u. a. die Arbeiten von 
R. Willstétter, E. Waldschmidt-Leitz und F.§Memmen', sowie R. Will- 
statter und F. Memmen ? iiber Pankreaslipase, von EF. Bamann und P. Laeve- 
renz* iiber pankreatische lyo- und desmo-Lipasen, von R. Willstétter und 
E. Bamann ¢ iiber Magenlipase und von R. Willstétter und E.Waldschmidt- 
Leitz ® iiber Ricinussamenlipase haben gezeigt, daB Lipasen gewisser Her- 
kunft der enzymchemischen Forschung ausnehmend groBe Schwierigkeiten 
bereiten. Diese liegen, abgesehen von einer recht groBen Labilitat des 
Enzyms, besonders darin, da das Ferment oder richtiger gesagt, die 
verschiedenen nebeneinander vorhandenen Symplexe, in ihrer Wirkung 
von ihren natiirlichen Begleitsubstanzen und von Zusatzstoffen weit- 
gehend abhangig sind. 


Diese Tatsache, die sich je nach den Verhaltnissen in einer Aktivierung 
oder Hemmung zeigt, kann eine befriedigende Charakterisierung des Enzyms 
zunichst sehr erschweren. So lassen sich oft keine eindeutigen Aussagen 
iiber das py-Wirkungsoptimum machen, und selbst der Reaktionsverlauf 
bei der Spaltung eines Substrats kann unverstindliche Anomalien auf- 
weisen, 

Zu diesem wichtigen Problem der Abhangigkeit der Lipasewirksam- 
keit vom Reaktionsmilieu, den natiirlichen Begleitsubstanzen und Zusatz- 
stoffen liefert auch die vorliegende Untersuchung einige interessante 
Beitrage. 

Ein Teil der Beobachtungen wurde durch das Experiment geklart, 
bei anderen kénnen zunachst nur verschiedene Méglichkeiten gegeneinander 
abgewogen werden. 


Folgende Beobachtungen seien angefiihrt und erlautert: 


1. Bei der stalagmometrischen Untersuchung nicht entfetteter Enzym- 
praparate aus Chelidonium majus zeigt sich kein ausgepragtes pa-Wir- 
kungsoptimum ; vielmehr nimmt die Wirkung mit steigender Alkalinitat 
des Versuchsansatzes kontinuierlich zu. 


Im Gegensatz dazu besteht im Falle des entfetteten Samens ahnlich 
wie bei anderen Samen ein, wenn auch breites Wirkungsoptimum bei 
pu = 8,5 bis 10,5. 


1 R. Willstétter, EH. Waldschmidt-Leitz u. F.Memmen, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 125, 93, 1923. — * R. Willstétter u. F. Memmen, ebenda 129, 
1, 1923. — * FE. Bamann u. P. Laeverenz, ebenda 228, 1, 1934. — 4 R. Will- 
stdtter u. EH. Bamann, ebenda 173, 17, 1928. 5 R. Willstitter u. E. Wald. 
schmidt-Leitz, ebenda 134, 161, 1924. 
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2. Nicht entfettete und entfettete Chelidoniumsamenpraparate werden 
hinsichtlich ihrer Wirksamkeit gegeniiber Tributyrin von zweiwertigen 
Metallionen ungleich beeinfluBt: 

Im ersten Falle wirkt Zusatz von Ca’, Sr’, Ba’, Mn’, Pb’, Co” 
und Cd” im alkalischen Gebiet stark wirkungserhéhend, im zweiten 
Falle sind die erwihnten Metallionen ohne Wirkung. 

3. Setzt man den Atherextraktionsriickstand aus Chelidonium dem 
entfetteten Material oder auch den Lipasepraparaten anderer Samen zu, 
so treten die oben geschilderten Erscheinungen auch hier auf. 


Das verschiedenartige Verhalten ist auf die Anwesenheit eines Hemm.- 
kérpers zuriickzufiihren, der durch die genannten Vornahmen, namlich 

a) Behandlung der Samen mit organischen Lésungsmitteln, wie Ather 
und Aceton, 

b) Zusatz der angefiihrten Metallionen, 

ce) Erhéhung der Alkalinitaét des Versuchsansatzes 
ausgeschaltet wird. 

Er besteht aus den im Chelidoniumsamen ausnehmend reichlich vor- 
handenen Fettséuren. 

Es ist aufschluBreich, daB dieselben durch Olsdéure ersetzt werden 
kénnen. Hemmend wirken diese Séuren nur im undissoziierten Zustand. 
Mit der Erhéhung der Alkalinitaét im Reaktionsmedium geht Salzbildung 
beziehungsweise Dissoziation und damit Wegfall des hemmenden Ein- 
flusses einher. 

Die Hemmung kann durch Konkurrenz der Olsaéure und des Tributyrins 
um das Enzym bewirkt werden, also durch teilweise Ausschaltung des 
Enzyms von der Reaktion. 

Die vorausgehend beschriebene Enthemmung durch Erhéhung der 
Alkalinitat des Versuchsansatzes hatte man dann damit zu erklaren, daB 
nur die undissoziierte Séure, nicht aber die dissoziierte ein Konkurrenz- 
partner ist. 

Es besteht aber auch die Méglichkeit, da®8 die Verminderung der 
Reaktionsgeschwindigkeit auf geringere Zerfallsgeschwindigkeit eines unter 
gewissen py-Bedingungen sich bildenden Zwischenproduktes: Enzym- 
Olséure-Substrat, zuriickzufiihren ist. 

Die enthemmende Wirkung gewisser Metallionen beruht auf der Ent- 
fernung der Saure durch Ausfallen der betreffenden Salze. 


4. Einige Samenlipasen zeigen im Olspaltungsversuch bei alkalischer 
Reaktion einen autokatalytischen Anstieg der Umsetzungsgeschwindigkeit : 
im sauren Gebiet ist der Spaltungsverlauf hingegen normal. Diese 
Erscheinung wirkt sich in manchen Fallen, zum Beispiel bei der Samen- 
lipase von Delphinium Ajacis, so aus, daf nach kurzen Versuchszeiten, 
beispielsweise nach 1/, bis 1 Stunde, die Umsatze im sauren Bereich 
gréBer sind als im alkalischen. Nach lingeren Versuchszeiten, beispiels- 
weise nach 2 oder 5 Stunden, kehrt sich aber das Verhaltnis um. Das 
bedeutet, daB im Laufe des Versuchs die gréBere Wirksamkeit, also 
das pu-Wirkungsoptimum, zundchst im sauren, dann aber im alkalischen 
Gebiet gefunden wird. 
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Zusatz von Olsiure zum alkalischen Versuchsansatz lést in diesem 
Falle eine von Anfang an kraftig einsetzende Spaltung aus, so daB die 
maximale Umsatzgeschwindigkeit von Anfang an im alkalischen Gebiet 
stattfindet. 

Wahlt man (durch Verwendung einer gréBeren Menge des Lipase- 
praparates) die lipatische Wirksamkeit so groB, daB schon kurz nach 
Spaltungsbeginn eine geniigende Menge an Fettsauren vorhanden ist, 
so beobachtet man, ahnlich wie bei Zusatz von Olsdure, einen normalen 
Spaltungsablauf. 


In Olspaltungsversuchen, in denen die Erscheinung des auto- 
katalytischen Anstiegs der Umsetzungsgeschwindigkeit nicht zu beob- 
achten ist, die Spaltung also von Anfang an kraftig einsetzt, wird 
durch Zusatz von Olsdure kein merklicher Einflu8 auf die Reaktions- 
geschwindigkeit erzielt. 

Die Deutung der stark ,,aktivierenden‘* Wirkung der Olsiure in Ver- 
suchen, in denen der Reaktionsablauf zu Anfang ganz oder mehr oder 
weniger stark gehemmt erscheint, ist nicht ganz einfach. Die Annahme 
liegt nahe, daB die Wirkung der Olsaure hier auf einer allgemeinen Ver- 
besserung des Reaktionsmediums, etwa im Sinne einer giinstigeren Emul- 
gierung beruht. Zusitzlich muB man allerdings vermuten, daB der Olsaure 
dariiber hinaus eine spezifische Wirkung zukommt, denn durch Anwendung 
anderer Emulgatoren, wie zum Beispiel Gummi arabicum, wird der der 
Olsdiure eigentiimliche Effekt nicht erzielt. 


B. Spezieller Teil. 
I. Die stalagmometrische Bestimmung der Lipasewirksamkeit. 
1. Zur Methodik der Bestimmung. 
a) Allgemeines. 


Das Stalagmometer. 


Die Messungen wurden mit einem Ostwaldschen geraden Stalagmometer 
durchgefiihrt, das bei 20° einen Wasserwert von 92 Tropfen zeigte. 


Das Substrat Tributyrin und seine Lésung. 


Zur Herstellung der Substratlésung gelangte von Merck bezogenes 
Tributyrin zur Verwendung. Nach den Erfahrungen von R. Willstétter 
und F. Memmen' enthalt die Handelsware Verunreinigungen von Mono- 
und Dibutyrin. Zum Zwecke der Entfernung dieser Stoffe werden 50 g 
des kauflichen Tributyrins mit je 400 cem Wasser elfmal etwa 30 Minuten 
maschinell geschiittelt. Durch kurzes Stehenlassen im Scheidetrichter 
trennen sich die Schichten, darauf wird das Tributyrin abgelassen. Nach 
Beendigung dieser Vornahme trocknet man das Substrat mit entwiissertem 
Natriumsulfat und filtriert durch ein trockenes Filter. 


1 R. Willstatter u. F. Memmen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 129, 1, 1923. 
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Zur Bereitung der Lésung werden 5 Tropfen des gereinigten Tributyrins 
mit | Liter Wasser etwa 1 Stunde auf der Schiittelmaschine geschiittelt, 
dann la8t man 12 Stunden stehen und filtriert unter Verwerfung des ersten 
und letzten Anteils zweimal durch ein Doppelfilter. Die Tropfenzahl de: 
Lésung betragt bei einer Temperatur von 20° 129 Tropfen. (Lésungen, dic 
mehr als 24 Stunden alt waren, wurden nicht mehr verwendet.) 


Die Puffer und thr Verhalten gegeniiber der Substratlisung. 


Folgende Puffer gelangten zur Verwendung: 


CbnBostet-Patlier ..6Uiiweleas cea one ees Pu = 4,5 
0,5 n-(= 0,166 m-)Phosphat-Puffer ........... pn = 5,5 6.5 1,5 
2,5 n-Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffer..... pH = 8,5 9,5 10,5 


Aus Tabelle If ersieht man, da®B die Puffer der Bereiche py = 4,5 
bis 8,5 das Substrat selbst bis zu 20 Stunden fast unversehrt lassen. Dagegen 
wirken Puffer starkerer Alkalitat in langeren Zeitraumen nicht unerheblich 
auf das Glycerid ein. 

Tabelle II. 
Einwirkung verschiedener Puffer auf Tributyrinlésung. 


(Reaktionsvolumen = 60 ccm.) 














Anfangs- | Tropfenabnahme in Stunden 
Puffer 2 ccm pu tropfen- |— 

zahl 1/9 | 1 2 5 10 i 20 
0,5 n-Acetat 4,5 129 o - _- — 0 0 
5,5 129 — —_ }|/— 0 0 
0,5 n-Phosphat 6,5 | 129 ~ a tt Css ~ 0 1 
7,5 130 ~ - | 1 2 
2,5 n-Ammoniak- - 0 0 1 2 : 2 
Ammoniumchlorid 10,5 132 1 3 5 19 21 bi 


Das Enzymmaterial. 


Samen. Die Pflanzensamen gelangten meist in Form von Aceton- 
Trockenpraparaten, gelegentlich auch in unvorbereitetem Zustand, zur 
Verwendung. 


Die Entfettung des Untersuchungsmaterials geschah auf folgende 
Weise: Eine gewogene Menge lufttrockener Samen wird mit gleichen 
Teilen Seesand aufs feinste verrieben und unter weiterem Verreiben 
mit der fiinffachen Menge Aceton versetzt ; nach etwa 10 Minuten langer 
Einwirkung wird zentrifugiert und der Riickstand anschlieBend zweimal 
mit je der gleichen Menge Ather behandelt. Dem Samenpulver entzieht 
man die letzten Spuren Ather im Vakuumexsikkator tiber Schwefel- 
siure. Nach 12 Stunden wird das Samenmaterial nochmals im Porzellan- 
mérser gepulvert und bei Bedarf im Verhaltnis 1 : 10 bis 1 : 200 (je nach 
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der lipatischen Wirksamkeit der Praparate) mit Wasser angerieben. 
Zum Versuch gelangen jeweils 0,1 bis 1 cem Suspension. 
Falls der Same ohne vorherige Behandlung mit Aceton und Ather 


untersucht werden soll, verreibt man ihn gleichfalls im Mérser mit Seesand 
und schwemmt ihn dann mit Wasser zu einer Suspension an. 


Vegetative Organe. Eine gewogene Menge durch den Wolf getriebenen 
Pflanzenmaterials wird mit Seesand im Porzellanmérser fein geschliffen 
und mit so viel Wasser versetzt, daB sich 0,5 bis 1 g Trockensubstanz 
in 20cem Suspension befinden. In dieser Verdiinnung laBt sich die 
Anreibung pipettieren. Zum Versuch gelangt zweckmaBigerweise 1 ccm. 


b) Durchfiithrung der Bestimmung. 


Der Versuchsansatz besteht aus 60 ccm Reaktionsfliissigkeit : 
Zu 57 ccm gesattigter Tributyrinlésung gibt man zur Einstellung des 
gewiinschten px 2 ccm Pufferlésung und zum SchluB 1 cem des Enzym- 
praparates, dessen Zubereitung oben beschrieben wurde. 

Bei einer Temperatur von 20° wird nunmehr die Tropfenzah! zu 
Beginn des Versuchs und nach gewissen Intervallen bestimmt. 


ec) Enzymeinheiten. 


Vergleichende Bestimmungen mit Lipasepraparaten verschiedener 
Pflanzen im pt Wirkungsoptimum ergeben, daB in den meisten Fallen 
innerhalb des Lereichs, das fiir Aktivitaétsmessungen in Betracht kommt 
(0,2 — 4,0 B-[e]), Proportionalitat zwischen Reaktionszeit und Enzym- 
menge besteht: gelegentlich zeigen sich kleine Abweichungen. (V¢gl. 


die Versuche der Tabelle ITI.) 


Tabelle III. Zeitlicher Verlauf der Tributyrinspaltung bei py = 8,5 
durch die Lipasen verschiedener Samen inentfettetem Zustand. 


(Reaktionsvolumen = 60 cem.) 














I II Ill 1V 

Helleborus foetid. Nigella sativa Chelidon. majus Linaria vulgaris 

Reak- 1:100; davon ecem 1:100; davoncem 1:100; davon cem 1:50; davon cem 
tionselt: |; 2 eee P “ae 2% ka Tae ae 
we 2 0,05 0,1 0,2 0,4 1 2 

Tropfenabnahme bei pH 8,5 

7 y aoe See: 4 5 4 1l 2 
15 15 20 8 10 9 18 3 5 
| | a 11 17 7 25 6 9 
60 19 10 14 


Be] 22| 4 09 1,4 13| 3 04 07 
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Aus der Abnahme der Tropfenzahl in den verschiedenen Zeiten 
leiten sich Kurven ab, die sich etwa mit derjenigen zur Deckung bringen 
lassen, die R. Willstdtter und F. Memmen1 im Falle der Pankreaslipase 
fiir den zeitlichen Verlauf der Tributyrinspaltung durch 1 B.-E. erhielten. 


U 
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Troprenabnohme 
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0 2 ww 30 ®O min 


Abb. 1. Zeitlicher Verlauf der Tributyrinspaltung durch die Lipasen verschiedener Samen bei 
PH = 8,5; Deckung der erhaltenen Kurven mit derjenigen, die den Verlauf der pankreatischen 
Tributyrinhydrolyse durch 1 B.-E. darstellt'. (Nahere Erliuterung in Tabelle III.) 
Umrechnungsfaktor: la = 2,2, IIb = 1,4, IIa = 1,3, IVb = 0,7. 

Ia Helleborus foetidus 2,2 B-[e}, 

IIb Nigella sativa 1,4 B-[e], 

Illa = Chelidon. majus 1,3 B-fe], 
IVb Linaria vulgaris 0,7 B-[e]. 


Im Falle der Ricinuslipase — die Messung wird im sauren Bereich 


durchgefiihrt — besteht nur annahernd Proportionalitat zwischen Re- 
aktionszeit und Enzymmenge und der zeitliche Verlauf der Spaltung weicht 


Tabelle TV. Zeitlicher Verlauf der Tributyrinspaltung durch die 
Lipasen der entfetteten Samen von Ricinus communis und 
’ Anemone pulsatilla. (Reaktionsvolumen = 60 ccm). 





Senn" VI. 





Ricinus comm. Anemone pulsatilla 
1: 100; davon ecm 1:25; davon cem 
Reaktions- a b c a eo ae na 
zeit a eA 
in Min. 0,5 1 2 l 2 
Tropfenabnahme bei pR 
4,5 7,0 
7 5 8 14 2 
15 7 11 | 18 s 4 
30 9 15 26 + 6 
60 11 iS 7 10 
120 | 12 16 
~ B-[e] 1,3 3,0 8,0 0,3 0,6 


' R. Willstdtter u. F. Memmen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 129, 1, 1923. 
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nicht unerheblich von der Normalkurve ab; Lipasen geringerer Wirksamkeit, 
heispielsweise diejenige von Anemone pulsatilla — die Bestimmung wird bei 
pa = 7,5 vorgenommen — zeigen zwar Proportionalitat zwischen Reak- 
tionszeit und Enzymmenge, aber der zeitliche Verlauf der Spaltung weicht 
auch hier von der Normalkurve ab (Tabelle TV und Abb. 2). 





Ly 
7, Pa 
Zr —— — - — ~_—_—— BL. 4 
(-------9 
2% sar | PY - yet 
$ a“ 
eS oo 
S72 eae a + r 
& Pd é t 
s / TT) oe 
8 B4+ 4 a ee Sl BS 
/ we rd 
/ 
+ + 
! fe) 
/ 
Lf. 














10 20 IO 40 50 60 min 


Abb. 2. Zeitlicher Verlauf der Tributyrinspaltung durch die Lipasen der entfetteten Samen vou 
Ricinus communis und Anemone pulsatilla ; Vergleich mit der Normalkurve. (Nihere Erliuterung 
in Tabelle IV.) 

Vb = Ricinus communis ~ 3,0 B-[e], 

Vib = Anemone pulsatilla ~ 0,6 B-[e). 


Umrechnungsjaktoren fir Vib: «@ = 0,64, 8 0,53, 3 0,42, J 0,37. 


Um ein einheitliches Map fiir den Lipasegehalt verschiedener 
Pflanzen zu haben, leiten wir nach dem Vorbild der Untersuchungen 
von R. Willstdtter und F. Memmen Enzym-Einheiten ab. Gewissen 
Anomalien, zum Beispiel im zeitlichen Verlauf der Spaltung, wie sie 
besonders die Versuche der Tabelle IV aufweisen, tragen wir dadurch 
Rechnung, daB wir die Bezeichnung B-[e] = .,scheinbare Butyrase- 
Einheit** wahlen. 

1 B-[e] stellt diejenige Enzymmenge dar, die unter den Bedingungen 
unserer Bestimmung in 50 Minuten eine Abnahme von 20 Tropfen bewirkt. 


2. Die Methode im Dienste systematischer Untersuchungen. 
a) Die Lage des pu-Wirkungsoptimums, 

Nachstehend fiihren wir die experimentellen Belege fiir die Er- 
gebnisse an, die in dem diesbeziiglichen Kapitel des Allgemeinen Teils 
sowie in Tabelle I dargelegt sind. 

Zunachst wurden in der beschriebenen Weise orientierende Messungen 
in drei py-Bereichen, namlich bei px 4.5, 6,5 und 8,5 durchgefiihrt. 
Ergab sich nach 20 Stunden bei keiner der angegebenen py-Stufen eine 
Spaltung, so wird das betreffende Pflanzenmaterial als lipasefrei bezeichnet. 
Bleibt die Tropfenabnahme — nach Ablauf einer Zeit von 5 Stunden im 
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Falle der Samen, die zur ersten Untersuchung in der Menge von 1 cem eine: 
10° igen Aufschwemmung zur Verwendung gelangten, und nach 10 Stunde: 
im Falle der vegetativen Organe, die meist in der Menge von 1 ccm eine 
5% igen Suspension, bezogen auf das Trockengewicht, untersucht wurden 
unterhalb von 10 Tropfen, so ist der Lipasegehalt des betreffenden Pflanzen 
materials unterhalb | B-[e] pro 1g Trockengewicht. 


Praparate, die héhere Wirksamkeit aufwiesen, wurden in ihrer 


Umsetzungsgeschwindigkeit in angebrachter Zeit und Verdiinnung in 


den pu-Gebieten 4,5, 5,5, 6,5, 7,5, 8,5 und 10,5 in 2 bis 3 Messungen 
verfolgt : 


Aus der Spaltung im pux-Wirkungsoptimum werden dann die 


But vrase-[einheiten] berechnet. 


Tabelle V. 
dener Pflanzen gegeniiber Tributyrin bei verschiedenem py 
(Reaktionsvolumen = 60 ccm.) 


Wirksamkeit der Lipase entfetteter Samen verschie- 





Reak- 





Enzympriparat 








Tropfenabnahine bei Py 
Nr. und angewandte _ tionszeit 
Menge in Min. 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5 9,5 10,5 
; = q 1 _ 2 6 8 7 7 
t Toa eee | oe 2 Bo ae ee we ke: 
. i alta 30 4 — 6 17 24 22 23 
lie ; 7 1 4 7 8 10 9 
Bia ee oe oe oe oe a 
: > Use n 30 8 15 19 93 es ane site 
Linaria vulgar 30 4 3 5 4 s ae 6 
3 +5504 eas ‘ 60 5 5 8 10 10 - 9 
an 120 7 I. Ge... 19 15 
| Anemone pulsat. 60 3 3 4 4 . : 6 
4 1:60: 1 com 120 6 6 8 10 9 <a 8 
ee 300 10 11 18 20 20 — 
Dactylis 60 1 oe 3 eee 4 
5 glomorata 120 8 3 5 6 7 6 
1:50; leem 300 4 6 7 8 10 -- _ 
6 ———E EE 
Abb. 3. Aktivitits- py -Kurven 

















der Lipase entfetteter Samen ver- 


& ; schiedener Pflanzen. 
2 (Darstellung der in Tabelle V 
3 verzeichneten Ergebnisse.) 
g 1 = Chelidonium majus, 
So} 
iS 2 = Nigella sativa, 
} 3 = Linaria vulgaris, 
$(120min) 4 = Anemone pulsatilla, 
REE SERRE ES: us fig 5 Dactylis glomorata. 
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Stérend wirken in den Enzympraparaten etwa vorhandene Fettsauren, 
Fette, Ole oder ahnliche Stoffe. Um vergleichbare Werte zu erhalten, ist 
es notwendig, solches Pflanzenmaterial, also vor allem Samen, in der oben 
beschriebenen Weise mit organischen Lésungsmitteln zu behandeln. 


Fiir vegetative Organe eriibrigt sich diese Vornahme. 


Tabelle VI. Wirksamkeit der Gewebelipase vegetativer Organe 


verschiedener Pflanzen gegeniiber Tributyrin bei verschie- 
















denem py. (Reaktionsvolumen = 60 ccm.) 
Enzympriparat Reak- Tropfenabnahme bei PH 
Nr. und angewandte _ tionszeit 
Menge in Min. 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5 9.5 10,5 
rr ; 15 1 7 9 10 15 14 
TD btw Rp vonicd at mn A ee oe 
sae RCC 6 | 2. | S| |: 
»  Chelidon. majus 30 2 2 5 9 12 11 
™ 0,5:20; 1 ecm 60 3 5 12 15 20 19 
ye See | m| 7 - | 10 
Riggs ' i( ~~ : 8 
0,5:20; leem 60 4 13 18 a 
Gossypium an - 
30 — ) 9 
4 herbaceum 60 : 1 4 10 20) 
0,5:20; 1 eem ; ‘in 4 
' : 6 0 — 2 — 3 
- | Corydalis cava 60 ~ AS 
5 : 120 2 18 22 ~ 23 
1:20; leem ; . jo 
300 b — “2b —_ ee 
i 
au 5/120 ming) 
ae ae 
20+ : T ae 
2(6amn) 2 





Abb. 4. Aktivitits- py - Kurven 














der Gewebelipase vegetativer Or- (60mm) 
gane verschiedener Pflanzen. R* 
(Darstellung der in Tabelle VI § 
verzeichneten Ergebnisse.) $ 
1 Urtica dodarti, S2 _- 
2 Chelidonium majus, $ 
3 Glaucium corniculatum, 8 
4 Gossypium herbaceum, 8 
5 Corydalis cava. 
- 
f } 
4s $5 65 75 85 95 10.5 


Py — 
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b) Uber einige Beobachtungen von pflanzenphysiologischem 
Interesse. 


Die Lipase des vollausgereiften Samens der Ricinuspflanze zeig: 
als einziges Enzym aller bisher untersuchten Samen und Gewebe vegeta 
tiver Organe Wirksamkeit nur im sawren Gebiet; schon bei schwache: 
saurer Reaktion, z. B. px = 6,5, ist eine Wirkung nicht mehr fest- 
zustellen. Ganz anders verhalten sich, wie schon friiher ausgefiihrt 
wurde, die Gewebelipase des Blattes und das Enzym des unreifen 
noch nicht fetthaltigen Samens: Hier beobachtet man, bei geringerer 
Fermentkonzentration, ein breites Wirkungsoptimum im alkalischen, 
Bereich. 

Zur Untersuchung gelangten: 

1. Vollausgereifte, stark fetthaltige Samen. 

2. Nicht ausgereifte Samen verschiedener Reifestadien: 

a) fetthaltig, normale GréBe, mit weicher Samenschale; 
b) fetthaltig, nur annihernd normale GréBe, ohne Samenschale, 
c) fettlos, etwa halbe NormalgréSe, schalenlos und griin. 


3. Das Friihjahrsgewebe des Blattes. 


Das Untersuchungsmaterial 1 bis 2b wurde entfettet verwendet, 
im Falle 2c und 3 eriibrigt sich die Vornahme der Entélung. 


Tabelle VII. Die po-Abhaingigkeit der lipatischen Wirkung des 
reifen und unreifen Samens sowie des Blattes von Ricinus com- 





munis. (Reaktionsvolumen = 60 ccm.) 
‘ Reak- Tropfenabnahme bei pq pu- 
es Rici ii t 
4 und angewandte Menge ‘niin: 45 | 65 | 85 | 105 —— 
1 Reifer Same, entfettet 15 15 0 0 0 Ab 
1:100; 1 ccm 30 ; 21 1 0 0 
2 GréBe normal, Samen-| 120 26 2 -_ 
2a Z schale weich, entfettet! 300 _ 5 5 — 45 
| 1:50; 1 ccm _ 600 — 10 9 
2 | GréBe ~ normal ohne 120 10 3 3 
2b  & Samenschale, entfettet 300 13 4 5 45 
50) 1:50; leem _—_—— 600 17 8 9 
& ~ Halbe NormalgréBe, 120 0 6 | 8 
2c = ohne Samenschale, 300 2 9 13 — 8,5 
= 1*:50; 1 com 600 ne 15 _ 23° so 
Gewebebrei des Blattes | 5) = | 5 a ee 
3 0,5*: 20; leem 300 3 8 we ws a 
Shee. ipl 600 5 13 26 — 


* Errechnete Trockensubstanz. 


Bei Vergleichsuntersuchungen frischer und gealterter Samen, Friih- 
jahrs- und Herbstgewebe vegetativer Organe derselben Pflanzenart wurden 
sehr hiufig Schwankungen im Lipasegehalt beobachtet : 
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Beim Altern des Samens la8t seine enzymatische Wirksamkeit nach; 
die vegetativen Organe einer Pflanzenart weisen haufig, aber nicht immer, 
im Herbst einen geringeren Fermentgehalt als im Friithjahr auf (Tabelle VIIT 
und IX). 


Zwischen Ol- und Lipasegehalt eines Samens besteht — entgegen 
verschiedentlich geaiuBerten Vermutungen — keine Parallelitét (Ta- 
belle I). 


Tabelle VIII. Einflu8 des Alters der Samen auf ihre lipatische 
Wirksamkeit (Reaktionsvolumen = 60 ecm.) 





Zei Tropfenabnahme B-[e] 

Samenpriiparat ee Angewandte \| bei pe = 8,5in Min. pro g 
(entfettet) Sacsenin Menge } ; Trocken- 
io ° 7 15 30 60 substanz 

keine 1: 100; 0,2 ccm 8 14: 24 1050 

Chelidonium majus '/, Jahr 1:100:0,2cem 4 9 17 650 

2 Jahre 1:109; 0,2 cem 3 6 12 250 

i , 1/, Jahr 1:100; 0,1 com §.i-10-} 37 1500 

oy . § re i4 ’ , v 
Nigella sativa { Jahr | 1:100; 0.2ccm || 2. & | 10 350 


Tabelle iX. Abhangigkeit der lipatischen Wirksamkeit vegeta - 
tiver Organe von der Jahreszeit. (Reaktionsvolumen = 60 ccm.) 





. " ‘ > B-[e] 
Enzympriiparat Tropfenabnahme 

-egeta » ; Angewandte bei 8.5 in Min pro g 

V ‘aia Organe Jahreszeit Menge * Pu , in. Senehen- 


15 30 60 120 substanz 


‘heokacani . Friihjahr 0,5: 20; lecm — |} 12 20 40 
Chelidonium majus | Herbst | 1:20; 0,500m | 1| 3 6/11 10 
‘riihi | - 0): fin | ._ = on 

Cietien: dodert Friihjahr | 0,5: 20; 1 ccm 15 2 90 


Herbst 1:20; 0,2 cem 


* Errechnete Trockensubstanz. 


10 17 40 


a 


Die Lipase aller untersuchter Samen ist protoplasmatisch stark 
verankert, in Wasser unléslich und durch die tiblichen L6sungsvornahmen 
nicht in Lésung tiberzufiihren. Sie ist ein ausgesprochenes desmo- 
Enzym. 


Die Eigenschaften der Lipase vegetativer Organe stimmen be- 
ziiglich mancher Eigenschaften, nimlich der Nichtaktivierbarkeit und 
des desmo-Charakters (Wasserunléslichkeit), mit denen der Samen- 
lipasen tiberein. Hinsichtlich des px-Wirkungsoptimums besteht, wie 
schon dargelegt, im allgemeinen keine véllige Ubereinstimmung, bei 
Ricinus communis sogar ein weitgehender Unterschied. Zwischen dem 
Enzymgehalt der Samen und dem der vegetativen Organe herrscht 
bei ein und derselben Pflanzenart in den meisten Fallen keine Paral- 


lelitat (Tabelle I). 
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II. Natiirliches und prapariertes Enzymmaterial. 


[Im nachfolgenden werden einige im Kapitel ,,Aktivierung und 
Hemmung* des Allgemeinen Teils beschriebene Erscheinungen durch 
Wiedergabe der Versuche belegt: 


Erste Beobachtung. 

Bei der stalagmometrischen Lipasebestimmung nichtentfetteten Cheli- 
doniumsamens liegt — anders als bei dem entfetteten Lipasepraparat 
die optimale Wirksamkeit nicht bei py = 8,5: Die Aktivitat nimmt vielmehr 
mit steigender Alkalitét des Reaktionsmilieus stark zu (Tabelle X). 

Andere Samenlipasen, beispielsweise diejenige von Nigella sativa, 
zeigen diese Erscheinung nicht (Tabelle X1). 


Tabelle X. py-Abhangigkeit der Wirkung von Lipasepraparaten 
aus nicht entfettetem und entfettetem Chelidoniumsamen. 
(Reaktionsvolumen = 60 ccm.) 











Zustand und Menge Pl — bei pu 
des Priparates in Min. 4,5 55 | 65 | 75 85 | 9,5 | 10,5 
7 7 . — . &. | 40 
Pere rem 15 0 0 0 0 4 9 | 20 
‘s is is 30 3 0 1 1 6 13; — 
Mit Aceton/Ather 7 —_ _ _ _ _ 
entfettet 15 2 2 : 8 10 11 10 
1:100; 0,2 ccm 30 4 4 5 17 20 20 19 


Tabelle XI. py-Abhangigkeit der Wirkung von Lipasepraparaten 
aus nicht entfettetem und entfettetem Nigellasamen. 


(Reaktionsvolumen = 60 ccm.) 





Reak- Tropfenabnahme bei py 


Zustand und Menge tionaselt 

des Priparates in Min. || 4,5 5,5 6,5 7,6 8,5 95 | 10,5 
"ge Ri ee eee aD Sa mae aren 
Unvorbehandelt 15 1 3 3 4 6 “g 6 
ee | Se ee Se ee Sak |. 
Mit Aceton/Ather | 7 1 4 7 . 10 | — 9 
entfettet 15 + ae eee 13 14 20 - 18 

1: 100; 0,2 com 30 8 15 19 23 


Zweite Beobachtung. 


Bei Praéparaten aus nicht entfettetem Chelidoniumsamen bewirken Ionen 
zweiwertiger Metalle: Ca’, Sr’, Ba”, Mg’, Mn”, Pb’, Cd” eine betrachtliche 
Erhéhung der lipatischen Wirksamkeit (Tabelle XTI). 

Dies ist nicht der Fall bei entfetteten Chelidoniumsamen sowie bei 


Praparaten (entfetteten oder nicht entfetteten) anderer Samen (Ta- 
belle XII). 
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Tabelle XIT. EinfluB verschiedener Metallionen auf die lipatische 
Wirkung nicht entfetteter und entfetteter Praparate einiger 
Samen. (Reaktionsvolumen = 
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60 cem.) 
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Zusatz 
i ccm 
einer 
m/5- 
Lésung 


ohne 
K Cl 
LiCl 
CaCl, 
SrCl, 
Ba Cl, 
MgCl, 
MnCl, 
PbCl, 
CdCl, 


Nigella sativa Chelidon. majus 


nicht 


entfettet : ‘ 
1: 100: 1: 100; 


0,2 cem 


nicht 
entfettet  . itfett. entfettet 


0,2 ccm 1 ecem 
Tropfenabnahme bei py 
7 15 7 15 15 15 | 30 60) 30 


8 15 10: 20 10 9/15} 221} 6 
10 
9 

16: 9 18 23 10 16; 24 6 
21 
20 
13 10- — 
23 
21 


18 


iva 


Dritte Beobachtung: 


nicht entfettet entfettet 
1:100; 1:100; leem 1:50; 1 eem 1:50; l ccm 


Linaria vulgaris 


8,5 in Min. 


60 120) 30 60 120 7 


9 | 15;} 6 | 10/19) 6 


Delphin. 
Ajacis 


entfettet 
1: 100; 
0,5 cem 


tntfetteter Chelidoniumsamen sowie die Samen (entfettete und nicht 
entfettete) anderer Pflanzen erhalten die Eigenschaft des nicht entfetteten 


Tabelle XIIT. 


Einflu8 von Chelidonium- und Nigellasamen6! in 


unverseiftem sowie verseiftem Zustand und von Natriumoleat 
auf die lipatische Wirksamkeit entfetteter Samenpraparate. 


(Reaktionsvolumen 


60 cem.) 











Biochemische Zeitschrift Band 312. 


Tropfenabnahme in 15 Min. 


Entfettetes Priiparat aus: 


Chelidonium majus 
: a Oke 
Zusatz von 1: 100; 0,2 ccm 


Entfettetes Priparat aus: 


Nigella sativa 
1: 100; 0,2 cem 


Pu 85 Pu = 10,5 PH 8,5 PH 10,5 
chase i= 5 CaCl,- ‘Sree chee = 5 Cal l,- frtete 
Zusat z . py Zusatz Zusate . pom Zusat z 
ohne 14 15 15 15 16 16 
Chelidoniumdéi i . : : 
1: 100; 0,16 cem ° si » . sb se 
Nigellaédl ¥ P ' : P 
1: 100: 0,15 cem 15 15 16 14 16 15 
Chelidoniumdl, 
verseift 8 15 16 ~ - _ 
1: 100; 0,16 cem 
Nigella], verseift rs . 
1: 100; 0,15 eem : 14 16 . 
Natriumoleat . z 
0,1°/9; 1,5 eem ° 19 16 
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Chelidoniumsamens, wenn man ihnen den bei der Entfettung des Chel: 
doniumsamens gewonnenen Atherextraktionsriickstand zusetzt (Ta 
belle XIII). Der Extraktionsriickstand anderer Samen, z. B. von Nigella 
sativa oder Linaria vulgaris, ist nicht wirksam (Tabelle XIIT). 

Das ,Ol des Chelidoniumsamens unterscheidet sich von den 
Olen‘ anderer Samen durch einen auBerordentlichen Reichtum an 
freien Fettstiuren!. Eine dieser Sauren, Olséure, auf ihre Wirkung 
untersucht, verhielt sich wie der Atherextraktionsriickstand von Cheli 
doniumsamen oder die verseiften Extraktionsriicksténde anderer 6! 


haltiger Samen (Tabelle XTIT, XTV). 
Es sind also Fettsduren, die fiir die Beobachtungen I bis III ver 
antwortlich sind. 
Tabelle XIV. po-Abhangigkeit der Wirkung eines Lipasepraparats 
aus entfettetem Chelidoniumsamen mit und ohne Zusatz von 
Natriumoleat. (Reaktionsvolumen = 60 cem.) 





Entfettetes Priparat Reaktions- Tropfenabnahme bei pu 
aus Chelidonium majus zeit 
1:100 ; 0,1 ccm in Min. 4,5 6,5 7,5 8.5 9,5 10,5 
15 1 4 10 15 14 14 
Ohne Zonas 30 3 | 7/136 | 9 | @ |e 
Zusatz von a ‘ 
‘ 15 0 1 0 3 7 11 
‘4 0; 
Natriumoleat 0,1°/) 3() 1 9 0 5 11 a0 


0,75 ecm 


An Folgerungen fiir die Bestimmung der Lipasewirksamkeit mit Hilfe 
der stalagmometrisch gemessenen Tributyrinhydrolyse ergibt sich: 

1. Stark hemmend auf die lipatische Wirksamkeit von Samen- 
praparaten wirken bei py = 8,5 Fettséuren und saurehaltige Ole. 

_ 2. Besteht eine Beeintrachtigung der Enzymwirksamkeit, so kann sie 

aufgehoben bzw. vermindert werden: 

a) durch Zusatz von Ca” und anderen Metallionen, die wasserunlésliche 
fettsaure Salze bilden; 

b) durch Erhéhung der Alkalitat des Versuchsansatzes, beispielsweise 
auf pq = 10,5; 

ec) durch Behandlung der Samenpraparate mit organischen Lésungs- 
mitteln wie Ather und Aceton. 

Die vorausgehenden Feststellungen leiten sich aus einer Reihe 
von Versuchsserien her, die im nachfolgenden kurz skizziert sind. 


Versuchsserien. 
1. Untersuchung des Einflusses des Samendéls aus Chelidonium majus 


auf die lipatische Wirksamkeit entfetteter Samenpraparate : 


1 (', Wehmer, Die Pflanzenstoffe, Bd. I, 8. 379, Jena 1929. 
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Das Samen6l wurde durch Atherextraktion isoliert und den Versuchs- 
ansatzen in aliquoter Menge zugefiigt: 
2,00 g frischer Chelidoniumsame ergab 
0,65 g fettfreies Pulver und 
0,53 g Ol, 
1,00 g fettfreiem Samenpulver entsprechen — 0,8 g Ol, 
0,2cem Suspension 1: 100 entsprechen —> 0,16cem einer O1/Wasser- 
Mischung 1: 100. 


2. Untersuchung des Einflusses des Samendéls aus Nigella sativa auf dis 
lipatische Wirksamkeit entfetteter Samenpréparate : 


Das Samené! wurde wie oben durch Atherextraktion isoliert und den 
Versuchsansiétzen in aliquoter Menge zugefiigt: 

2,0 g Nigella sativa-Same (1 Jahr gelagert) ergab 

1,1 g fettfreies Pulver und 

0,8 g Ol, 

1,0 g fettfreiem Samenpulver entsprechen — 0,73 g Ol, 

6,2cem Suspension 1: 100 entsprechen —>0,15cem einer Ol/Wasser- 

Mischung 1: 100. 

3. Untersuchung des Einflusses der verseiften Samenéle aus Chelidonium 
majus und Nigella sativa auf die lipatische Wirksamkeit entfetteter Samen- 
praparate : 

Die Samenéle werden verseift und den Versuchsansatzen in aliquoter 
Menge zugefiigt : 

a) 0,2 g Chelidoniumél werden durch Zusatz von n/l KOH auf 1,5 ecm 
erginzt. Durch Erwairmen auf dem Wasserbad war die Verseifung 
nach 5 Minuten vollendet. E:ganzung mit Wasser auf 20g 

b) 0,2 g¢ des Oles aus Nigella sativa-Samen werden durch Zusatz von 

n/l KOH auf 1,5 cem ergainzt. Unter den oben geschilderten Bedingungen 
war aber hier die Verseifung erst nach 3 Stunden beendet. Erganzung mit 
Wasser auf 20g. 


4. Untersuchung des Einflusses von Natriumoleat auf die lipatische 
Wirksamkeit entfetteter Samenpréparate : 


15cem einer 0,1%igen Natriumoleatlésung entsprechen etwa der 
in den vorstehenden Versuchen enthaltenen Fettsiuremenge. 


Ill. Die Verseifung von Olivendl. 
1. Zur Methodik der Bestimmung. 


Allgemeines. 


Zum Nachweis des Fettspaltungsvermégens auf alkalimetrischem Wege 
dienten gegen Tributyrin hochwirksame, in der beschriebenen Weise ent- 
fettete Praparate der Samen von Chelidonium majus, Nigella damascena 
und Delphinium Ajacis. Gewéhnlich gelangten 50 bzw. 100 B-[e] pro 
Versuchsansatz zur Anwendung. 


Substrat war Olivenél (2,5 g = 2,7 cem), das den Anforderungen des 
Deutschen Arzneibuchs entsprach. 


3* 
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Die Bestimmungen wurden im sauren Bereich bei py = 4,5 (2 cen 
eines 0,5 n-Acetatpuffers py = 4,5) und im alkalischen Gebiet bei py \ 
(2cem eines 2,5 n-Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffers py = 8,5) durch 
gefiihrt. Im letzten Falle sinkt das py bei fortschreitender Verseifuny 
durch die entstehende Fettséure, so daB bei einem Laugenverbrauch von zel 
2cem n/l KOH das py des Versuchsansatzes etwa = 7,5, von 3ccm n |! 

KOH etwa = 7 und von 4cem n/l KOH etwa = 6,5 betragt. Bini 


sta 


Ausfiihrung der Bestimmung. 30 
In ein kleines zylindrisches Standflaschchen mit eingeschliffenen 
Stopfen von 20 bis 30 ccm Inhalt pipettieren wir 2,7 cem Olivendl, geben 
alsdann zur Erreichung des gewiinschten pu 2cem des entsprechenden 
Puffers dazu und schiitteln kraftig durch. Zum SchluB fiigen wir 50 bzw 
100 B-[e] in Form des entfetteten Samenpriparates — suspendiert in 3 ccm 
Wasser — und noch soviel Wasser hinzu, daB der Versuchsansatz 8 ecm 
betragt und schiitteln dann nochmals kraftig durch. Um zu _ verhiiten, 
daB die entstandene Emulsion wieder auseinandergeht, wird das Gemisch 
wahrend der Reaktionszeit auf einer Schiittelmaschine in leichter Bewegung 
gehalten. Die Temperatur betragt wahrend dieser Zeit 20°. 
Nach Ablauf der Untersuchungszeit spiilen wir den Ansatz mit 30 cem 
96% igen Alkohols in einen Erlenmeyer-Kolben von etwa 300 cem Inhalt 
iiber und bestimmen die gebildete Fettsdéure nach Zugabe von 30 cem Ather 
mit n/l-KOH, Phenolphthalein als Indikator. 


2. Vergleichende Bestimmungen der Lipase verschiedener Samen 
het pu 4.5 und pu = 8. 

b 

a) Versuche mit je 50 B-[e] (Tabelle XV). 

; i 5 : Ta 

Die Lipasemenge von 50 B-[e] ist enthalten in: r 
0,035 g eines fettfreien Samens von Delphinium Ajacis, 
0,06 g eines fettfreien Samens von Chelidonium majus, 
0,18 g eines fettfreien Samens von Nigella damascena. 


Tabelle XV. Vergleichende alkalimetrische Bestimmung det 
Lipase verschiedener Samen bei pq = 4,5 und pq = 8 mit Enzym- 
mengen von je 50 B-[e]. (Reaktionsvolumen = 8 ccm.) 





Acidititszuwachs in cem nl KOH 





Reaktions- 5; If. Ill. 
__ zeit Delphiniam Ajacis Chelidonium majus Nigella damascena 
in Std. 0,035 g/3 eem 0,06 g/3 cem 0,18 g/3 ecm 
(50 B-fe}) (50 B-[e]) (50 B-[e}) 
Pu = 4,5 pu=8 pu = 4,5 pu=8 pH = 4,5 pu=8 ia 
0,70 0,34 on a si 0,22 
1,56 2,84 0,42 0,30 0,12 0,94 
2,72 4,10 1,00 0,30 0,74 2,70 


1h 


fo 

Die Versuche der Tabelle XV geben folgendes zu erkennen: . 

1. Das Lipasepriparat von Delphinium Ajacis zeigt nach 1 Stunde ve 

die starkere Spaltung bei pu = 4,5, wahrend nach 2 und 5 Stunden au 
gréBere lipatische Wirksamkeit bei px = 8 zu finden ist. 
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2. Die Fermenttatigkeit von Chelidonium majus scheint bei px — 8 
stark gehemmt zu sein, die héhere Spaltung zeigt sich bei pu — 4.5. 

3. Das Enzympraparat von Nigella damascena ist zu allen Meb- 
zeiten bei pu = 8 starker wirksam als bei px = 4.5. 

4. Die lipatische Wirksamkeit verschiedener Samen gegeniiber T'ri- 
butyrin und Olivendl geht nicht parallel: es bewirken also z. B. jeweils 
50 B-[e] nicht die gleiche Olivendlspaltung. 
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Abb. 5. Zeitlicher Verlauf der Hydrolyse von Olivenél durch die Lipase des Samens von 
Delphinium Ajacis bei pH = 4,5 und py = 8 
(Darstellung der in Tabelle XV verzeichneten Ergebnisse.) 


b) Erhéhung der Enzymmengen auf 100 B-[e] (Tabelle XVI). 


Tabelle XVI. Vergleichende alkalimetrische Bestimmungen der 
Lipase verschiedener Samen bei py = 4,5 und py = 8 mit Enzym- 
mengen von je 100 B-[e]. (Reaktionsvolumen 8 ccm.) 





Aciditétszuwachs in ccm nl KOH 


Laton. | - °#° «| aac 
zeit iM. il 
in Std. Chelidonium majus Nigella damascena 

0,12 g3eem (100 B-[e}) 0,36 g/3 cem (100 B-fe]) 

Pu 4,5 PH 8 PH 4,5 pu= 8 

1 "1 0,92 - 1,44 

2 0,70 1,78 0,64 2,60 

5 1,62 4,10 1,34 4,32 


Durch Erhéhung der Enzymmenge setzt die Spaltung nun auch 
im alkalischen Bereich sofort kraftig ein. 
Die starkere lipatische Wirksamkeit liegt jetzt eindeutig bei px — 8. 


Die Untersuchungsergebnisse der Tabellen XV und XVI lassen 
folgende SchluBfolgerungen zu: 

Bei geringen Enzymmengen, wie sie in Versuchen der Tabelle XV 
vorliegen, zeigt die Umsetzungsgeschwindigkeit bei pu — 8 einen 
autokatalytischen Anstieg, wihrend bei pa = 4,5 in allen Fallen sofort 


eine normale Spaltung einsetzt (vgl. hierzu Abb. 5). 
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Diese Erscheinung wirkt sich in ausgepriagten Fallen so aus, dali 
bei kurzer Versuchszeit der Umsatz im sauren Bereich gréBer ist als 
im alkalischen, daB nach langeren Versuchszeiten sich aber das Ver. 
hailtnis umkehrt. In dieser Weise verhalt sich das Enzympriaparat 
aus Delphinium Ajacis in Tabelle XV. 

Die Hemmung im alkalischen Gebiet kann aber auch so anhaltend 
sein, daB selbst nach langeren Versuchszeiten keine normale Reaktions 
geschwindigkeit erreicht wird. Erst eine Erhéhung der Enzymmenge 
bewirkt, so z. B. im Falle von Chelidoniumsamenlipase, eine kraftig 
einsetzende Spaltung, so daB die lipatische Wirksamkeit bei pu = 8 
nunmehr diejenige bei pu = 4,5 tibertrifft. 


Das tatsichliche Optimum der Verserfung von Olivendl liegt also 
wie im Falle des Tributyrins im alkalischen Bereich. 


3. Der EinfluB von Olsdure bei der Verseifung von Olivendél. 

a) Zusatz von Olsadure zu Enzympraparaten, deren lipatische 
Wirksamkeit bei px = 8 gehemmterscheint (Tabelle XVII). 

Zu dem Gemisch von Olivenél und 0,4 cem Olsaure (entsprechend 
1 cem n/l KOH) setzt man die Pufferlésung und die Enzymsuspension 
in der schon erwahnten Weise zu. 

Die zugegebene Menge Olsiure vermag das pu des Versuchsansatzes 
bei Verwendung von 2 cem des 2,5 n-Ammoniak-Ammoniumchlorid- 
Puffers pa = 85 nicht wesentlich zu verandern. 


Tabelle XVII. EinfluB von Olsaure bei Samenpraparaten, deren 
lipatische Wirksamkeit bei py = 8 gehemmt erscheint. 


(Reaktionsvolumen = 8 cem.) 





Acidititszuwachs in ccm n/l1 KOH bei pH = 8 





I. IV. 
Reaktions- Chelidonium majus Nigella damascena 

zeit 0,06 g/3.cem (50 B-[e]) 0,15 g/3 eem (50 B-[e]) 
in Std. milictapateiialssuneutine alee tilahiasonced ee 
mit Zusatz mit Zusatz 
ohne Zusatz von 0,4 ccm ohne Zusatz von 0,4 ecm 

Olsdure Olsiure 

1 0,14 1,62 0,24 1,48 

2 0,14 2,32 0,26 2,56 

5 0,28 3,96 4,06 4,36 


Aus den Versuchen der Tabelle XVII ergibt sich, daB Induktions- 
erscheinungen, die sich im alkalischen Bereich zeigen, durch Zusatz 
von Qlsiure zum Reaktionsgemisch aufgehoben werden, und zwar 
sowohl bei einer vollkommen gehemmten Lipasetatigkeit, wie sie das 
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entfettete Chelidoniumpraparat zeigt, als auch bei einem Praparat, 


s das einen Spaltungsablauf mit autokatalytischem Anstieg aufweist, 
wie es bei dem Nigella-Praparat der Fall ist. 
ae 
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Abb. 6. Der Einflu8 von Olséure auf den zeitlichen Verlauf der Olivendlspaltung durch ein 
Lipasepriiparat, dessen Wirksamkeit bei py = 8 gehemmt erscheint. 
(Darstellung der in Tabelle XVII verzeichneten Ergebnisse.) 


IV Nigella damascena, 50 B-[e}. 
1Va: Versuch ohne Zusatz von Olsdure, IVb: Versuch mit Zusatz von Olsiiure 


b) Zusatz von Olsdure zu Enzympraparaten, die bei px = 8 
einen normalen Reaktionsablauf zeigen (Tabelle XVIII). 

Der Ansatz entspricht demjenigen unter 3a, mit der Ausnahme, dali 
die doppelte Menge (100 B-[e]) des entfetteten Samenpraparates von Nigella 
damascena (0,3 g/3 ccm) zugefiigt wird. 

Unter diesen Umstanden tritt eine Induktion nicht auf. Zusatz 
von Olsdure vermag in diesem Falle auch keine Erhéhung der Anfangs- 
geschwindigkeit zu bewirken (Tabelle XVIIL). 


Tabelle XVIII. Wirkungslosigkeit von Olsadure bei py = Sim Falle 
induktionsfreien Enzymmaterials. (Reaktionsvolumen = 8 ccm.) 





Acidititszuwachs in ccm n/l KOH 
V. Nigella damascena, 0,3 g/3 ccm (100 B-[e}) 


Reaktionszeit 
in Std. ee 
P Zusatz von 0,4 ccm 
ohne Zusatz iellure 
l 1,40 1,52 | 
2 2,10 2,42 
5 3,96 3,42 


1. Vergleich der Wirkung von Gummi arabicum mit derjenigen der Olsdure 
im Falle von Enzymprdparaten, deren Aktivitdt bet pu 8 gehemmt 
erscheint. 

Da der wirkungserhéhende EinfluB der Olsaéure nur dann beobachtet 
wird, wenn der Reaktionsablauf in seinen ersten Stadien verzégert ist. 
liegt die Annahme nahe, daB durch den Zusatz von Olsiure in der Haupt- 
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sache nur giinstigere Versuchsbedingungen, etwa stabilere oder feinere 
Emulsionen, geschaffen wiirden. In diesem Falle sollten allerdings 
auch andere Emulgatoren die Fahigkeit haben, eine bestehende Induktion 
bei pa = 8 aufzuheben. 


Zur Priifung dieser Folgerung benutzten wir das sehr gut emulgierende 
arabische Gummi, In einer Menge von 0,1 g dem alkalischen Versuchsansatz 
zugetiigt, bewirkt es eine auBerordentlich haltbare, gleichmaBige Emulsion. 

Die Bestimmungen wurden mit einem Samenpraparat aus Nigella 
damascena durchgefiihrt, das in 0,15 g fettfreier Trockensubstanz 50 B-[e 
enthielt. 


Tabelle XIX. Vergleich der Wirkung von Gummi arabicum und 
Olsiure bei einem Samenpraparat, dessen lipatische Wirksam- 
keit bei py = 8 gehemmt erscheint. (Reaktionsvolumen = 8 ccm.) 





VI. Nigella damascena, 0,15 g'3 cem (50 B-[-]) 
Acidititszuwachs in ccm n/1 KOH bei pq = 8 


Zusatz in Std. 
1 2 5 
WM eat wana hic Sete kN 0 0,28 1,62 
Gummi arabicum, 0,lg ...... 0,10 0,16 1,06 
Olsdure, 0,4 com ............. 1,39 2,96 ve 


Nach den Versuchen der Tabelle XIX vermag das gut emulgierende 
Gummi arabicum im Gegensatz zur Olsiure eine bestehende Induktion 
nicht auszuschalten. Es sind demnach nicht oder jedenfalls nicht allein 
die den Emulsionszustand des Systems beeinflussenden Eigenschaften 
der Olsiure, sondern spezifischere fiir die Aufhebung der Hemmungs- 
erscheinung im alkalischen Gebiet verantwortlich. 


Der Verwaltung des Botanischen Gartens der Universitat Tiibingen, 
insbesondere Herrn Universitatsgarteninspektor G. Miller, danken wir fiir 
die freundliche Uberlassung des Untersuchungsmaterials. Ebenso sind wir 
der Gausachbearbeiterin der Reichsarbeitsgemeinschaft fiir Heilpflanzen- 
kunde und Heilpflanzenbeschaffung, Fraulein Dr. A. Grahle, Tiibingen, 
fiir die Zurverfiigungstellung einer gréBeren Menge Chelidoniumsamens 
zu Dank verpflichtet. 
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Mikroskopische und hygroskopische Untersuchungen 
an gedehnten und superkontrahierten menschlichen 
Kopfhaaren. 

Von 
Th. Lochte und H. Brauckhoff (Géttingen). 

(Eingegangen am 24. Januar 1942.) 

Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die nachfolgende Arbeit gibt eine Ubersicht iiber unsere Unter- 
suchungen an menschlichen Haaren, die nach dem Verfahren von 
W. 7. Astbury} in heiBem Wasserdampf gedehnt oder in den Zustand 
der Superkontraktion iibergefiihrt wurden?. Daneben gingen seit 
Sommer 1940 zahlreiche andere Versuche der Dehnung an Haaren 
einher, die bei Zimmertemperatur in trockener Luft ausgefiihrt wurden. 
Hier soll tiber die hygroskopischen Beobachtungen sowie tiber die 
mikroskopischen Befunde an iiberdehnten und superkontrahierten 
Haaren berichtet werden. Es liegen dariiber meines Wissens bislang in 
der medizinischen Literatur keine Befunde vor. 

Die Arbeit schlieBt sich unmittelbar an diejenige von 7'h. Lochte *: 
..Uber die Untersuchungsergebnisse an durchrissenen Haaren und iiber 
ein sichtbares und meBbares Bewegungsphainomen bei Quellung iiber- 
dehnter Haare in Wasser‘ an¢. 

Zunachst handelte es sich darum, eine Apparatur herzustellen, 
welche die Dehnung der Haare in heiBem Wasserdampf gestattete. 

Zu den ersten Versuchen wurde ein Gestell hergerichtet, an dem 
die Haare mit Gewichtsbelastung aufgehingt wurden. Dieses Gestell 


1 Vel. W. 7. Astbury u. Woods, Phil. Trans. Royal Soc. London (A) 282, 
333, 1933. — ? Die Herstellung dieser Haarproben verdanke ich der Firma 
Wilhelm Lambrecht in Géttingen, Werkstatten fiir technische und wissen- 
schaftliche MeBgerite, insbesondere dem Physiker Dr. Brauckhoff, dem 
wissenschaftlichen Assistenten dieser Firma, welcher auch die hygro- 
skopischen Messungen anstellte. 3 Deutsche Zeitschr. f. d. ges. gericht!. 
Med. 33, 214; 1940. — 4 Das Problem, eine Schidigung des menschlichen 
Haares durch chemische oder physikalische Agentien (ohne Vorliegen wesent- 
licher morphologischer Veranderungen) durch die Hygrometrie oder das 
Gleitphinomen nachzuweisen, erfordert eine Reihe von Voruntersuchungen, 
zu denen auch die hier niedergelegten gehéren. Daf an diesem Problem die 
gerichtliche Medizin und die Gewerbemedizin erhebliches Interesse haben, 
diirfte auf der Hand liegen. Auch die Textilindustrie, soweit sie sich mit 
haarahnlichem Material, z. B. Kunstfasern, beschaftigt, ist an diesen Unter- 
suchungen interessiert. 
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wurde in einen Eimer gesetzt, dessen Boden mit Wasser bedeckt wa: 
Uber den Eimer wurde eine Blechplatte gelegt, die das Entweichen de- 
Dampfes gestattete. Diese Anordnung hatte den Vorteil, da® sich 
feststellen lie}, welche Gewichtsbelastung fiir entsprechende Dehnunge1 
erforderlich waren, was von Interesse beim Vergleich mit den Be 
lastungsversuchen an menschlichen Haaren in gewohnlicher, trockene: 
Luft ist. Nachteilig war aber die Tatsache, da8 die Temperatur de- 
Dampfes in dem GefaB nach oben hin abnahm, denn in der Hohe de: 
Aufhangung des Haares wurden nur noch 80°C gemessen. Die Angah: 
von 100°C Dampftemperatur bezieht sich demnach bei den ersten 
22 Versuchen allein auf den untersten Teil des Haares. In den folgenden 
Versuchen wurde entsprechend dem Vorgehen von W. 7’. Asthury ein 
ZinkgefaB von 26cm Linge, 33cm Héhe und 13cm Breite gewahlt. 


Der Boden des GefaiBes wurde etwa drei Finger hoch mit Leitungswasser 
bedeckt und letzteres zum Sieden erhitzt. Einige Zentimeter iiber der 


Wasseroberflache wurden die Haare horizontal ausgespannt. 
Bevor ich nun auf das Material selbst eingehe, seien einige Beob- 
achtungen mehr allgemeiner Art vorausgeschickt. 


A, 


1. In dem erwahnten Aufsatz des einen von uns (s. 8. 41, Anm. 3) 
wurde ausgefiihrt, es sei zu erwarten, daf die in trockener Luft ge- 
dehnten Haare nach Aufenthalt in wasserdampfgesittigter Luft von 
Zimmertemperatur wieder ein normales hygroskopisches Verhalten 
zeigen wiirden. 


Der Beweis der Richtigkeit dieser Vermutung wurde bereits am 10. Juni 
1940 erbracht, da in einer 118 mm langen Haarharfe (bestehend aus 8 Haar- 
stringen mit je 15 einzelnen Haaren) nach siebentaigiger Belastung mit 
3,7 kg nur einige wenige Haare gerissen, wihrend die meisten Haare unver- 
sehrt, jedoch — wie zu erwarten — entsprechend gedehnt waren. Die Harte 
hatte sich nach der Belastung von 118 auf 147 mm verlaingert; nach drei- 
tagiger Erholung hatte sie eine Lange von 126,5mm angenommen, wobei aller- 
dings einige Haare linger waren (bei Belastung der Harfe waren die Haare nicht 
gleichmaBig gespannt). Nachdem sich dann die Harfe 1 Stunde in etwa 94% 
relativer Feuchtigkeit befunden hatte, konnte wieder die urspriingliche 
Lange von 118 mm festgestellt werden. Die Harfe wurde dann auf ihre 
Dehnung zwischen 0 und 100% Luftfeuchtigkeit gepriift und es ergab sich 
eine nur unwesentliche Anderung des Dehnungswertes gegeniiber dem- 
jenigen vor der Belastung. Die Harfe weist also nach der Befeuchtung in 
bezug auf Lange und Dehnungswerte zwischen 0 und 100°, relativer 
Feuchtigkeit die gleiche Charakteristik auf wie vor der Belastung. 

Zwei andere Haarharfen, die in gleicher Weise belastet wurden, waren 
vorher in einen justierten Hygrographen eingehingt. Die Anzeige beide1 
Hygrographen wurde vor der Belastung und nach erfolgter Regeneration 
der Harfe in gesattigt feuchter Luft oder Wasser bei drei verschiedenen 
Feuchtigkeitsstufen mit der Anzeige eines Psychrometers verglichen. Bei 
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iden Hygrographen hatte sich nach der Belastung und der danach er- 
folgten Befeuchtung der Harfe die Einstellung nur um 3—5°% geandert, 
und zwar nach den feuchteren Werten zu. Diese Einstellungsinderung, 
die einer Langeninderung von etwa nur 0,05 mm entspricht, war gleich- 
maBig iiber den ganzen MeBbereich von 30 — 100°, relativer Feuchte vor- 
handen, so da also die Amplitude zwischen bestimmten Feuchtigkeits- 
intervallen auch in diesen Fallen als unverandert angesehen werden kann. 
Eine geringe Drehuing an der Einstellschraube lieB die Hygrographen als 
wieder voéllig einwandfrei erscheinen. 

Es wurden ferner neun einzelne 17 bis 18 cm lange Haare in gleicher 
Weise untersucht. Fiir jedes Haar wurden zunachst die Dehnungswerte 
zwischen 0 und 100°, bestimmt, dann wurde das Haar mit 40 bis 60 ¢ 
5 bis 7 Tage hindurch belastet. Dadurch wurde eine Uberdehnung von 
25 bis 35°% erzielt, die nach Entlastung zum Teil wieder riickgingig 
wurde. Etwa 50° der erfolgten Uberdehnung blieb in trockener Luft 
auch nach langerer Zeit bei allen Haaren erhalten. Nach einstiindigem 
Aufenthalt in gesittigt feuchter Luft konnte bei allen Haaren fest- 
gestellt werden, daB sie 1. ihre urspriingliche Lange auf 0,02 mm genau 
wieder erhalten hatten, und 2. fast die gleichen Dehnungswerte zwischen 
0 und 100 % relativer Feuchtigkeit wie vor der Uberdehnung aufwiesen. 
Die Abweichungen entsprachen héchstens 3 bis 4°% in der Anzeige der 
relativen Feuchtigkeit 1. 

Bei stetig zunehmender Feuchtigkeit nimmt zunachst die Linge 
des Haares infolge Quellung durch Aufnahme von Wasserdampf langsam 
zu. Oberhalb 80 % relativer Feuchtigkeit setzt jedoch rapide die inner- 
molekulare Umwandlung zum «-Keratin ein, das Haar verkiirzt sich 
rasch, bis es in gesattigt feuchter Luft wieder seine urspriingliche Lange 
erreicht. Die Verkiirzung erfolgt natiirlich um so rascher, je gréBer 
die Uberdehnung des Haares war. Bemerkenswert ist nun noch, daf, 
wenn die relative Feuchtigkeit auch unterhalb 80° langere Zeit kon- 
stant gelassen wird, ebenfalls eine Verkiirzung einsetzt, die natiirlich 
um so langsamer stattfindet, je geringer die relative Feuchtigkeit ist. 
Bei trockener Zimmerluft ist eine merkliche Verkiirzung des Haares nur 
direkt nach der Entlastung zu beobachten. Mehrere Tage nach der 
Entlastung aindert sich die Lange kaum mehr 2. So kann zusammen- 


1 Selbst bei 6 Monate hindurch in gleichem MaBe belasteten Haaren 
wurden nach erfolgter Regeneration in wasserdampfgesittigter Luft die 
gleichen Langen und Dehnungswerte zwischen 0 und 100°, relativer Feuch- 
tigkeit festgestellt wie vor der Belastung. Die Regeneration erfolgte jedoch 
bei diesen Haaren trager. Die urspriingliche Lange auf einige Hundertstel mm 
genau wurde erst erreicht, nachdem die Haare eine Nacht hindurch in 
destilliertem Wasser gelegen hatten. * Wie in der Feuchtigkeitspriif- 
anlage der Firma Wilh. Lambrecht nachgewiesen wurde, kann das Haar u, a. 
auch bei Feuchtigkeiten unterhalb 90°, sich auf seine urspriingliche Lange 
fast vollig verkiirzen, vorausgesetzt, daB es geniigend lange in der feuchten 
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fassend gesagt werden, daB die elastische Erholung eines in trockene: 
Luft iiberdehnten Haares in hohem MaBe eine Funktion der relative, 
Feuchtigkeit ist, die urspriingliche Lange des Haares wird aber erst be 
volliger Sattigung der Luft mit Wasserdampf erreicht 1. 

2. Es ist in der neueren Literatur die Angabe gemacht worden 
daB das rote Haar ein besonderes Keratin enthalte?. Diese Angabe 
gab dazu AnlaB, gedehnte rote Haare einer sorgfaltigen hygroskopischen 
Untersuchung zu unterziehen. Alle vier Haare zeigten zu Beginn des 
Versuchs eine geringe Verlangerung, dann bei zunehmender Luft 
feuchtigkeit in der Nahe des Sattigungspunktes (100°) eine rapide 
Verkiirzung und danach wieder ein normales Verhalten bei Feuchtigkeits 
inderungen. Die bei verschiedenen Feuchtigkeitsstufen festgestellten 
Skalenwerte entsprechen gut den Gay-Lussacschen Zahlen, die dic 
Dehnungswerte der Haare in Abhangigkeit von der relativen Feuchtig 
keit der Luft aufweisen. 


Die Langenainderung der Haare zwischen 0 und 100% relativer 


Feuchtigkeit lag in der GréBenordnung gewéhnlicher Hygrometerhaare. 
Sie betrug beim ersten Haare 2,02 °%, beim zweiten 1,83 °%, beim dritten 


, 


Haare 2,09°%, beim vierten Haare 2,07° der urspriinglichen Lange. 
Es hat sich demnach bei der hygroskopischen Untersuchung ein Unter- 
schied des Keratins roter Haare von anderen Keratinen nicht fest- 
stellen lassen. 


3. An dritter Stelle sei darauf hingewiesen, daB das hygrometrische 
Verfahren zu den feinsten physikalischen MeBmethoden gehért. 


Die Firma W. Lambrecht benutzt fiir Hygrographen sog. Haarharfen, 
die aus 8 einzelnen Haarstraingen bestehen (jeder Haarstrang zu 15 Haaren) 
Diese werden mit wenigen g belastet, weil das Haar eines geringen Spannungs- 
zustandes bedarf, um einwandfreie Resultate zu liefern. Die GréBe der 
Belastung ist empirisch festgestellt. Der Hygrograph schreibt auf einer 
durch ein Uhrwerk bewegten Trommel die Schwankungen der relativen 
Feuchtigkeit auf. 

Das Hygrometer besteht aus einem einzelnen Haarstrang mit eine! 
geringen Belastung. Die Belastung bei diesen Apparaten besteht aus einem 
Hebel, der eine gemeinsame Achse mit dem Zeiger bzw. mit dem Schreib- 
arm hat. 


Luft verweilt. Es sei folgendes Beispiel angefiihrt. Ein Haar wurde 
24 Stunden hindurch um 33° seiner urspriinglichen Lange gedehnt ge- 
halten, dann wurde es entspannt, in den Priifbehalter eingehangt und eine 
relative Feuchtigkeit von durchschnittlich 82% eingestellt. Nach 5 Stunden 
hatte das Haar seine urspriingliche Linge auf etwa '/,, mm genau wieder 
erreicht. 

' Fiir die elastische Erholung in Zimmerluft spielt natiirlich auch die 
Dauer der vorherigen Uberdehnung eine Rolle. — * Z. Stary u. Richard 
Richter, Arch. f. Derm. u. Syph. 178, 374. 
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Es ist nun notwendig, tiber das Verhalten normaler Haare im 
Hygrometer unterrichtet zu sein. 

Die Verkiirzung durch Wasserzusatz erscheint uns noch nicht 
einwandfrei geklart. So wurde z. B. bei einem Hygrometer, bei dem 
der Haarstrang durch langeres Einbringen in wasserdampfgesattigte 
Luft regeneriert war, keine weitere Verkiirzung des Haarstrangs nach 
Wasserzusatz festgestellt. Wir méchten daher zunachst dem Wasser 
die gleiche Bedeutung wie der wasserdampfgesittigten Luft fiir die 
Regeneration des Haares beimessen. 

Bekannt ist in der Praxis die Tatsache, daB ein Hygrometer, das 
langere Zeit in trockenen Raumen gestanden hat, zu hohe Feuchtigkeits- 
werte anzeigt. Bei Wasserzusatz oder bei Feuchtigkeiten oberhalb 90 °,, 
nach entsprechend lingerer Zeit wohl bereits oberhalb 80%, findet eine 
Regeneration des Haares statt, das Haar nimmt allmahlich wieder 
seine urspriingliche Lange ein. Nach der zunachst stattfindenden Ver- 
langerung (durch Quellung) erfolgt bei Haaren, die sich lange Zeit in 
trockenen Raumen befanden, eine Verkiirzung um etwa 4—7°%, der 
relativen Feuchtigkeitsskala und unter allen Umstanden tritt immer 
bei Wasserzusatz eine Verkiirzung ein. Diese letztere Verkiirzung kann 
vielleicht als weitere Regeneration des Haares betrachtet werden, die auf 
aihnlichen Charaktereigenschaften der Haarkeratine beruht wie die 
vorher beschriebene. 

Diese Vorgange miissen dem Arzt bekannt sein, wenn er hygro- 
metrische Messungen sachgemaB beurteilen. ganz besonders aber dann, 
wenn er selbstindige Untersuchungen auf diesem Gebiete ausfiihren will. 


B. 

Wir bringen zunachst eine Ubersicht iiber die Versuche, die Haare 
in heiBem Dampfe zu dehnen. Es ist daraus die Belastung, die Be- 
lastungsdauer, die Lange des Haares vor der Belastung, die Lange des 
Haares nach der Belastung und der Lingenzuwachs in Prozenten der 
urspriinglichen Linge zu ersehen (Tabelle I). 

Im einzelnen seien erwahnt: 

Haarprobe 2, weibes Haar einer 67jaéhrigen Frau aus Gottingen. Das 
Haar wurde in 100° C heiBem Wasserdampf 2'/, Stunden in vertikaler Lage 
mit 13,3 ¢ Belastung belassen (9. August 1940). Ein so langer Aufenthalt 
in so heiBem Dampfe war erforderlich, um dem Haare einen ,,permanent 
set“ zu verleihen, worunter die unter gleichen auBeren Verhaltnissen gleich- 
bleibende Lange des Haares nach Astbury zu verstehen ist. Fiir mikro- 
skopische Zwecke ist es selbstverstiandlich unerlaBlich, daB der Untersucher 
die Haare in einem bestimmten dauernd fixierten Punkt der Dehnung 
untersuchen und nétigenfalls vergleichen kann, wie der Befund bei ver- 
minderter oder steigender Dehnung sich andert. Dazu gehéren dann zwei 
Haare, von denen sich jedes in einem anderen ,,permanent set” befinden 
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Tabelle I. Zusammenfassende Ubersicht tiber die in heiBem Damp! 
iiberdehnten Haare. 
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- Linge Lange Linger 
= Be- | 11% des | zuwach: 
; & ; Be- igs tungs- | Haares Haares| in % 
Nr. Haartriiger =  Haarbeschaffenheit lastung “gayer | ¥°% der nachder der ur 
z Be- Be- | spriing 
o& | lastung lastung | lichen 
g Std. | mm mm | Linge 
1 Gé., 67 Jahre Q wei®esKopfhaar! 13,3 3 72 130 | 80%), 
2 i ” 67 ” g | ” ” 13,3 21), 72 132 83 
3 Se g ” és 13,8 | 3 70 107 | 69 
4 Eskimo, 75 i Q| weiBes Haar § 13,3 21/, 72 101 | 41 
5 i AO ogy 9} halb schwarzes, 13,3 25, 72 119 | 67 
| halb weiBes 
Kopfhaar 
10 sO, Nook g Kopfhaar 13.8 | 3 80 129 | 62 
11 | ee a ES ma 13,3 | 8 80 135 | 69 
7 eee Sey eles 9 | ve 13,3 | 2"/o 80 135 | 69'), 
13 G6, 57 ,, Q | es 13,3; 3 80 138 | 721), 
14 | Eskimo, 50 ,, Q 4 20 21, 79 125 | 58 
16} Bu, 48 ,, 9) ia 8 3 77 126 | 631), 
16 ” 48 ” 2 | ” 8 3 wi 128 66 
ye Same . Saas ” eee 2) 7 13,3 | 81/, V7 123 | 60 
18 || ” 53 ” $9] | ” 13,3 81), 77 133 73 
19 Ran: 22: : se 9 | os 13,3 81/, 77 130 | 69 
20 | + ae Q | y 13,3 | 8'/, 77 141 | 83 
21 Eskimo 29 i. Q |: = 20 84 77 140 | 82 
muB. Bei der Kontrolle, ob sich das Haar im ,,permanent set‘ befindet, 


ergab sich, da® nach einstiindigem Aufenthalt des véllig entspannten Haare-~ 
in heiBem Dampf die Lange auf 93 mm, nach weiteren 3 Stunden auf 88 mm 
zuriickgegangen war. Nach diesem Riickgang wurde das Haar nochmal. 
auf seine hygroskopischen Eigenschaften hin untersucht. Es ergaben sich 
entsprechend gleich groBe prozentuale Langenanderungen bei Feuchtigkeits. 
anderungen wie bei dem vorher auf 118,5 mm iiberdehnten Haare. Nach 
diesem Versuch wurde das Haar auf 132mm iiberdehnt (vgl. Ubersicht) 


Auf Grund dieses Versuchs laBt sich sagen, daB die so behande!ten 
Haare in gewoéhnlicher Luft und in Wasser von Zimmertemperatur ! 
zwar immer ,,permanent set“ aufweisen, im heiBen Dampf jedoch einen 
Teil ihrer Verlangerung wieder verlieren, so da man also bei diesen 
Haaren nur von einem relativen ,,permanent set‘‘ sprechen kann, denn 
bei einem wirklichen ,,permanent set“‘ miiBten die Haare natiirlich 
auch in heiBem Dampf eine gleichbleibende Linge behalten. 


Weitere Untersuchungen ergaben, da8 das Haar sich in entspanntem 
Zustande unter der Einwirkung von heiBem Dampf fortwahrend ver- 


1 Langere Einwirkung von kaltem Wasser hat einen, wenn auch nur 
geringfiigigen Riickgang der Lange zur Folge. Umgekehrt wiirde nach den 
Untersuchungen von Astbury bei einem Haar, das viele Monate hindurch in 
kaltem Wasser gedehnt gehalten wird, die Erholung nach Entspannung 
nicht mehr vollstandig sein, wie es nach kurzer Dehnung in kaltem Wasse1 
der Fall ist. 
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kiirzt. So wurde bei einem Haar, das 1 Woche hindurch in heiBem Dampf 
um 60% gedehnt gehalten war und danach weitere 3 Tage in heiBem 
Dampf entspannt wurde, eine restliche Verlangerung von 26%, fest- 
gestellt. Ein anderes Haar, das 1 Woche hindurch um 105% in heiBem 
Dampf gedehnt gehalten war, wies nach zweiwéchiger Entspannung 
in heiBem Dampf eine restliche Verlangerung von nur 12,6°% auf und 
ein drittes Haar, das 1 Woche hindurch um 77% gedehnt war, zeigte 
nach zweiwéchiger Entspannung in heiBem Dampf nur noch eine 
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Lingendnderung in Prozenten der urspriinglichen Linge 


Abb. 1. Liangeniinderung von Haaren in Abhingigkeit von der relativen Feuchtigkeit 
1: Normales Haar. 2: Haar im ,,permanent set“. 3: Superkontrahiertes Haar. 


restliche Verlangerung von nur etwa 4%, hatte also fast seine urspriing- 
liche Lange wieder erreicht. Mit diesen Haaren lieBen sich keine weiteren 
Versuche mehr durchfiihren, da sie durch die lang andauernde Dampf- 
einwirkung auBerst spréde geworden waren. 

Es zeigte sich ferner, da das von 72 mm auf 118,5 mm iiberdehnte 
Haar bei Feuchtigkeitsdnderungen zwischen 30 und 90°, relativer Feuch- 
tigkeit vier- bis fiinfmal so groBe Léngendnderungen aufwies wie das 
normale Haar. 

Der Kurvenverlauf ist aber bei einem in heiBem Dampf_ iiber- 
dehnten Haare ein ganz anderer als beim normalen Haare, wie in Abb. 1 
ersichtlich. Die gré8ten Langenainderungen erfolgen oberhalb 80% 
re'ativer Feuchtigkeit. Die Dehnungswerte des Haares entsprechen 
nicht mehr den Gay-Lussacschen Zahlen (Abb. 1). 


Bei auch nur gering belasteten Haaren ! nimmt bei hohen Feuchtig- 
keiten die Verlangerung auch mit der Zeit zu, das Haar gerat ins 
..FlieBen‘*. Diese Eigenschaft ist um so mehr zu beobachten, je starker 
das Haar belastet ist. Bei Feuchtigkeitsriickgang werden somit nicht 
die gleichen Skalenwerte im Okularmikrometer des Haarpriifgerates 
beobachtet wie bei Feuchtigkeitsanstieg. 

Die Lange der Haarprobe 2 betrug vor der Belastung 72 mm, nach der 
Belastung 132mm, der Langenzuwachs zur urspriinglichen Linge dem- 
nach 83%. 


' Die Messungen wurden bei einer Belastung von 300 mg durchgefiihrt. 
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Die Haarlange betrug 1 Woche spiter 130mm, die Schaftbreit 
0,054mm, Die Entfernung der Cuticulasiume voneinander betrug durc! 
schnittlich 0,019 mm? (bei einem nichtgedehnten Haare 0,005 mm). 

Im Terpentinpraparat ist stellenweise sehr deutlich das Ablése, 
einzelner Cuticulazellen zu sehen. 

Teile der abgelésten Cuticulazellen kann man nicht nur am freie 
Haarrande, sondern auch auf der Haarflaiche sehen. Bei abgeblendeten, 
Lichte leuchtet der Haarrand hell auf. Stellenweise gleicht das Haa: 





Abb. 2. Skizze abgeléster Cuticulazellen eines gedehnten Haares. 
Terpentinélpriparat. Haarprobe 2. 


einem solchen, das mit Chlorwasser behandelt ist. Ein solcher Befund 
ist aber kein regelmaBiger. Unter den untersuchten Haaren zeigt 
dieses die starksten Verainderungen. In der Rinde wurden keine Lift 
perlenketten gefunden (vgl. S.41, Anm. 3). 


Haarprobe 3. WeiBes Haar einer 67jahrigen Frau aus Gottingen. Da- 
Haar wurde vertikal in 100° C heiBem Dampfe 3 Stunden mit 13,3¢ belastet 
Lange des Haares vor der Belastung 70 mm, nach der Belastung 118,5 mm. 
Langenzuwachs 69%, der urspriinglichen Lange. 

Im Mark wechseln hellere Stellen mit sparlicher Granulierung und 
einer Breite von 3 Teilstrichen des Okularmikrometers (= 0,0081 mm) mit 
dunkleren lufthaltigen und einer Breite von 0,013 mm ab. Einzelne isoliert: 
Markzellen zeigen Halbmond- oder Mondsichelform infolge der durch dic 
Dehnung verursachten Verringerung des Lumens des Markkanals. 

Haarprobe 4. WeiBes Haar einer 75jahrigen Eskimofrau. Das Haa: 
wurde in 100°C heiBem Dampfe 2'/, Stunden mit 13,3 g belastet und hing 
senkrecht im Apparat. Linge des Haares vor der Belastung: 72 mm, nach 
der Belastung: 101,5 mm. Langenzuwachs 41% der urspriinglichen Linge 
Lange zur Zeit der Untersuchung am 26. September 1940: 101,5 mm. Unte1 
suchung in Terpentin6]. Die Schaftbreite des Haares betrigt 0,097 mm 
Die Cuticula leuchtet bei abgeblendetem Lichte hell auf. Die Cuticula- 
zackung am freien Rande des Haares ist ungewéhnlich deutlich infolg: 
Lockerung der Zellen. Anderungen an der Rinde sind mikroskopisch nicht 
zu erkennen. Am Mark ist die Trennung einzelner Zellen voneinande: 
zum Teil sehr deutlich. An einer Stelle, in Lange von 0,027 mm, ist dir 
Granulierung véllig verschwunden, dann folgt eine Stelle stark gelichtete: 
Granulierung, dann wieder eine Zone dunklen, lufthaltigen Markes. Daraut 
wird das Mark wieder lichter. 


Besonders bemerkenswert ist die nicht gleichmaBige Dehnung des 
Markes. Es sind langere Strecken vorhanden, in denen Mark und Rinde 


1 A. Kélliker erwahnt in seinem Handb. d. Gewebslehre 1, 229, 1889. 
daB er einen Abstand der Cuticulasiume von 0,005 —0,014 mm gesehen 
habe. Er hat demnach ungedehnte Haare bzw. solche mit geringerer Dehnung 
in Handen gehabt. 
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durchaus normal erscheinen, ja man hat den Eindruck, daB an einzelnen 
Stellen das Mark besonders breit ist. An den lichteren Stellen des 
Markes ist die Haarschaftbreite deutlich vermindert unter Einsinken 
des Markkanals. An diesen gelichteten Stellen, die keineswegs etwa 
dem Ende einer Markinsel entsprechen, denn solche sind iiberhaupt 
nicht vorhanden, da das Mark ein kontinuierliches ist, geht die Dicke 
des Markes von 0,024 auf 0,019—0,0054 mm zuriick. 

Aus den bisherigen Befunden ergibt sich, da& infolge der Dehnung 
des Haares die Cuticula gelockert wird, zum Teil mag dies auch unter 
Einwirkung des Wasserdampfes geschehen sein. 

Das Mark zeigt eine unregelmaBige Dehnung, die Granulierung 
verschwindet an einzelnen Stellen, der Markstrang wird schmaler: 
einzelne Markzellen liegen isoliert und zeigen Halbmond- oder Mond- 
sichelformen. Demgegeniiber zeigen andere Stellen des Markes eine 
vollkommen normale Zeichnung. Es ergibt sich demnach, daB die 
Dehnung des Markes keine gleichmafige ist. 

Das Verhalten des Haarpigments konnte natiirlich nicht an weiben, 
sondern nur an pigmentierten Haaren untersucht werden. 

Im Falle 12 (Ka., 27 jahrige Frau) wurde das braune Haar am 27. August 
1940 mit 13,3 g in heiBem Wasserdampf in vertikaler Lage belastet. 

Die Lange des Haares vor der Belastung betrug 80 mm, nach der Be- 
lastung 135 mm. Der Lingenzuwachs betrug demnach 69! /,°, der urspriing- 
lichen Lange. Linge des Haares beider Untersuchung am 26. September 1940: 
135 mm. 

Die Haarfarbe war durch die Dehnung etwas heller geworden, Da 
indessen bei jedem Kopfhaar verschiedene Nuancen der Haarfarbe 
beobachtet zu werden pflegen, so fallt die Farbe der einzelnen Haare 
beim Vergleich mit nicht gedehnten Kopfhaaren derselben Person 
nicht besonders auf. Selbst wenn man das Haar vor der Dehnung in 
zwei Teile zerschneiden wollte, um das gedehnte Haar mit dem nicht 
gedehnten Teile vergleichen zu kénnen, sind Tauschungen iiber den 
Effekt der Dehnung nicht ausgeschlossen, da normalerweise die einzelnen 
Abschnitte eines Haares je nach ihrer Dicke eine etwas verschiedene 
Ténung der Farbung aufweisen kénnen. 

Es mag sein, daB die fleckweise Anordnung des Rindenpigments 
etwas gelockert wird. Da indessen diese Anordnung nur in den unver- 
letzten Haarspitzen gut erkennbar ist, zudem normalerweise die Dichtig- 
keit des Pigments nicht stets dieselbe ist, méchte ich diese Frage offen- 
lassen. Sicher ist, daB das Haar infolge der Dehnung diinner und stdrker 
durchscheinend geworden ist. 

Bemerkenswert waren im Xylolpraparat zahlreiche Drebungen des 
Haarschaftes. Schaftbreite 0,081 mm, an den schmalsten Stellen 
0,043 mm. Die schmalen Stellen zeigen natiirlich wesentlich dunkleres 
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Pigment als die breiten. wei! sich das Haar hier in Kantenstellun: 
befindet. DaB es sich um Langsdrehungen handelt, geht daraus hervor 
da8 man das Haar durch Druck der Prapariernadel auf das Deck 
glaschen in rollende Bewegung versetzen kann, wobei sich die sehma!: 
Stelle des Haares im Gesichtsfelde fortbewegt. Ganz vereinzelt kan: 


man die Drehung des Haares auch daran erkennen, da8B die Linien der 


Pigmentgranula am Haarrande etwas schrag zur Langsachse des Haare- 


liegen. Bei drehrunder Beschaffenheit des Kopfhaares ist eine Drehung 
des Haares in der Langsachse mikroskopisch kaum festzustellen 

Jesonders deutlich waren die Drehungen an den Haaren Pi., 53 Jahr 
(Nr. 29), vereimzelt in Fall 4 — weiBes Haar einer 75jahrigen Exkimofra 
starker in Fall 5 (dieselbe Eskimofrau), Pi.. Nr. 10, 11. Ka... 27 Jahr: 
Nr. 12, Géttingen, 57 Jahre, Nr. 13, Pi., 17, Pi., 18, Ka.. 20, Eskimofrau 
29 Jahre, 21 

Dagegen fehlen Drehungen bei Bu.. 48 Jahre 

Das schwarze Eskimohaar Nr. 21 war 8'), Stunden mit 20 ¢ belaster 
worden und hatte sich im HeiSdampfapparat von 77mm auf 140 m 
gedehnt und demnach einen Langenzuwachs von 82°, erhalten. Es zeiet: 
53 Langsdrehungen, was besonders bemerkenswert erscheint im Hinblick 
auf die Tatsache, da8 das Eskimohaar ein besonders straffes ist. Das 
gedehnte Haar zeigte im durchfallenden Lichte eimen braunroten Farbton 
Die mikroskopisch fleckige Anordnung des Pigments schien auch in dieser 
Haare weniger deutlich ausgepragt 

Man geht woh! nicht fehl, wenn man diese Drehungen im al! 
gemeinen auf die Wirbelbewegungen des heiSen Wasserdampfes zuriick 
fihrt. Indessen sind sie in einzelnen Fallen doch so zahlreich. daB man 
sich die Frage stellen mu8. ob etwa noch ein anderer Faktor voriiegen 
kann. der das Zustandekommen der Drehungen besonders begiinstigt 
Das ware m. E. die Frage nach der Lockenbildung. Diesen Faktor 
glaube ich deshalb in Betracht ziehen zu sollen, weil in den spateren 
Haarproben, die bei der Erhitzung im Wasserdampf horizontal aus- 
gespannt an beiden Enden befestigt waren, dennoch im Falle Pi. sich 
einzelne Drehungen nachweisen lieben. Jedenfalls wiirde dieser Befund 
die Ausfiihrung weiterer Versuche rechtfertigen. 

Die Haarproben 22—33, die mir am 15. Oktober 194) zugingen 
umfaBten dann Frauenhaare, die in horizontaler Richtung mittels eimer 
Spindelvorrichtung gedehnt wurden. Die Haare befanden sich einige 
Zentimeter tiber der Wasseroberflache ausgespannt. 


Die Versuchsanordnung ist aus Abb. 3 ersichtlich. 


Diese Feststellung ist deswegen von Interesse, weil es am gedehnter 
schwarzen Haare méglich ist, die Farben echt schwarz, braun und rot bzw 
rotbraun zu unterscheiden. [st das Haar durchrissen, so ergibt sich die 
weitere Méglichkeit, am den RiBenden das kérnige und diffuse Pigment 
genauer zu untersuchen 
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ing Das Haar wird zwischen dem Ende der Spindel und der gegeniiber- 
or iegenden Wand des Behalters an Haken eingespannt. Durch Drehen der 
wuBen am Behalter befindlichen Muttern laBt sich jede Spindel in horizontaler 
CR . - . . . 
Richtung translatorisch fortbewegen, so daB das Haar um jede beliebige 
4 Lange gedehnt werden kann. Eine Umdrehung der Mutter entspricht einer 
nr Dehnung von |] mm. 
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Abb. 3. Haardehnungsapparat. 
= Tabelle If. Zusammenfassende Ubersicht iiber die in heiBem 
i Dampf iiberdehnten Haare. 
Lingen- 
i. =z Linge Liinge zuwachs 
: = Haar- Be- des Haares des Haares in % 
; Nr. Haartriiger = beschaffen- lastungs- yor der nach der der 
Zz heit dauer) = Dehnung Dehnung  urspriing- 
ur & lichen 
Std. mm mm Linge } 
t 22 G6.., 57 Jahre Q Kopfhaar 4 761), 146 91 
4 23 ms ae Q a 4 261/, 1371/, 80 
i 24 Bu., 6. t% Pa 4 76"), 1431/, 871, 
no 25 - ) .°] ~ 2 80 147 831/, 
: 26 Ka. BE. es g js 4 63'/, 121 90*/s 
, 27 99 i See 0] * + 63) 4 119 87 
i 28 Pi., ie ws Q vo 4 76 140 84 
ch 29 %s | Q + 21/4 80 136 70 
30 Eskimo, etwa 50, g ”» 4 76 140 841), 
3 - ee | Mee Q “a 4 77 144), 871/, 
32 at ene Q jn 31/5 76}, 114! 9 89 
r 33 % ji BO °] ” 31/5 76 137), §! 








Tabelle II zeigt, daB es auf diesem Wege gelang, tatsachlich 
Dehnungen des Haares um fast die doppelte Lange (bis 91°) der 
urspriinglichen zu erzielen. Alle Haare behielten nach mehrtagigem 
Liegen in gewoéhnlicher Luft ihre Lange und ebenso nach Einlegen 


in gesattigt feuchte Luft und nach Einlegen in Wasser von Zimmer- 


temperatur. Im iibrigen diirfte aber auch bei diesen Haaren wie 
oben bei Haarprobe 2 kein ,,permanent set’ im strengen Sinne 


vorliegen, sondern nur ein relativer. 
4* 








52 Th. Lochte u. H. Brauckhoff: 


Prinzipiell neue Ergebnisse waren bei der mikroskopischen Unte: 
suchung nicht zu erwarten, um so weniger, als das Pigment der Haar 
die mikroskopische Untersuchung besonders des Markes erschwert: 
bzw. unmdglich machte. Das Haar Nr. 22, G6. — hatte ein 
Schaftbreite von 0,050mm. Das Mark erschien strichférmig aus 
gezogen, die Haarfarbe ziemlich hell. Von anderen nicht gedehnten 
Haaren derselben Person lieB es sich nicht unterscheiden. 

Im Falle 24 — Bu. — betrug die Schaftbreite 0,050 mm. Dic 
Cuticula war nicht abgelést, infolge des dunkelbraunen Pigments das 
Mark nicht erkennbar. Ein wesentlicher Unterschied in der Haarfarbe 
von anderen nicht gedehnten Haaren derselben Person lieB sich nicht 
feststellen. 

Untersuchungen iiber die Breite der Rindenzellen nach Vor. 
behandlung mit’ Kalilauge oder mit konzentrierter Schwefelsdure 
kommen nicht in Frage. Die Keratine des Haares bestehen aus ver 
schiedenen Aminosauren, die in wasseriger Lésung eine Dissoziation 
sowohl der basischen als auch der sauren Aminogruppen erleiden. Das 
Dissoziationsgleichgewicht liegt nach verschiedenen Untersuchungen 
bei einem pu-Wert von 3,6, dem sogenannten isoelektrischen Punkte. 
Oberhalb und unterhalb desselben tritt Quellung des Keratins ein 
sowohl im basischen wie im sauren Gebiete!. Vielleicht gestatten aber 
Untersuchungen im Schnittpraparat genauere Feststellungen iiber dic 
Breite der Rindenzellen, wobei jedoch die Verwendung von Wasser 
oder von wisserigen Farblésungen sorgfaltig zu vermeiden ist. 

Im Falle 26 — Ka. — hatte das Haar eine Schaftbreite von 0,054 
(Langenzuwachs 90,5°). Dieses Haar wurde von der Spitze zur Wurze! 
mehrfach gekammt ; dann wurde es an beiden Enden mit Metallklammern 
belastet (je 5 g Gewicht), um nach englischem Vorbild vom gestreckten 
Haare einen Cuticulaabdruck auf Celluloid in Amylacetat (3°) her- 
zustellen. Die Cuticulasiéume dieses Haares erwiesen sich zum Teil als 
umgelegt?. Es leuchtet nun ein, daB diese umgelegten Cuticulasiéume 
sofort abbrechen miissen, wenn das trockene Haar von der Wurzel nach 
der Spitze hin gekammt wird. Es kénnen auf diese Weise unzweifelhaft 
einzelne beweglich gewordene Cuticulasiume ihren gezadhnten freien 
Rand wieder auf eine langere oder kiirzere Strecke hin verlieren 3. 


' W. J. Schmidt, Polarisationsoptische Analyse in Abderhaldens Handb. 
Abt. 5, 10/1, 3., 1938, Absehnitt Haare, 8. 590, u. C. Oppenheimer, Handb. d. 
Biochem., Erganzungsband 1913. — ? Ahnlich wie in Abb. 3, 8.7 der 
Untersuchungen an erhitzten menschlichen und tierischen Haaren (bis 
200°) in Band IIT der ,,Beitrage zur Haut-, Haar- und Fellkunde“. 
Leipzig, Verlag von Dr. P. Schoeps, 1940. 3 Die Tatsache, daB am ge- 
dehnten Haar die Cuticulazellen gelockert werden und sich mehr oder 
minder von der Unterflache ablésen, ist fiir die Erklarung der anderen 








ur 











Untersuchungen an gedehnten menschlichen Kopfhaaren. 53 


Die gedehnten im ,,permanent set‘ befindlichen Haare gaben dann 
Veranlassung, ihre weitere Dehnungsfahigkeit in trockener Luft zu 
untersuchen. Dabei wurde foigendes festgestellt (Tabelle IIT). 


Tabelle III. 


Dehnungsversuche an Haaren ohne ,permanent set” 








Nr. Anfangslinge Dehnungsfihigkeit in trockner Luft 
I 66,5 mm 22,5 mm (38,5 %) 

II 68,2 ., 23, (38,7 %) 
Dehnungsversuche an im ,,permanent set* befindlichen 
Haaren. 

Nr Anfangs- Endlinge vor der | Endlinge nach der Ent- Dehnungsfihigkeit 

: linge Entspannung spannung und Trocknen bis zum ZerreiBen 
III 70 mms: 87,4 mm (25%) 83,2 mm (18,8%) 26 mm (31 %) 
IV 68 ia 85 ‘“ (25%) 83,8 ,, (23,3%) | 13 é (15,5 %) 
\ 66,5, |100 ,, (50%)| 942 ,, (415%)! 12 ,, (12,7%) 
VI = 100,56 ,, (60%)| 98,6 , (47 %)| 168 , (17 %) 


VII 65 , |114 , (76%)| 108 ,, (66 ¢) 17” (15,8 %) 
VIII | 70 ,, |121,0 , (75%) 1190 , (70 %) 188 ., (15,8%) 


IX | 6725, 1242 °. (85%) 121.0 | (80 %) 15 ., (12.4%) 
xX 68,8 ,, | 1268 ,, (85%) 1231 ,, (795%) 6  ,, ( 48 4o) 
XI | 685, | B53.” GBS) Bie ” 41959) 200 ". (2786 

d LO 99 0, ,, (25  » {19,0%))| 22,0 , (2 > 
XIII 68,5 ., —-'130,0 °, (90%) 121.5 | (77 2) 158 .. (13 %) 


Bei Erreichung der Grenze der Dehnungsfahigkeit zerrissen die 
Haare. Die RiBenden! wurden auf das Gleitphanomen untersucht. 


Tatsache von gréBter Bedeutung, daB sich an jedem weiblichen Kopfhaar 
einzelne, nicht gezahnte Cuticulasiume nachweisen lassen. Das sind 
natiirlich keineswegs Cuticulazellen, die ihre embryonale Form behalten 
haben. Es ist auch ganzlich ausgeschlossen, dai sie etwa ihre embry- 
onale Form wiedergewonnen haben kénnten. Vielmehr handelt es sich 
hier um Stellen, an denen die Saéume der Cuticulazellen abgebrochen sind 
Es geht dies deutlich daraus hervor, daB die Cuticulasiume dann un- 
gewohnlich weit voneinander getrennt liegen. Selbstverstandlich kénnen 
solche glatten Saiume auch durch die polierende Wirkung des Scheuerns 
der Haare an Haarnadeln und Spangen zustande kommen. SchlieBlich 
k6énnen auch einzelne glatte Cuticulasiume bei iiberfahrenen oder erhitzten 
Haaren auftreten, wofiir die Abbildungen im Haaratlas Nr. 23 und 26, 
S. 124 und 125, Beispiele liefern (Th. Lochte, Atlas der menschlichen und 
tierischen Haare, Leipzig 1938). Es diirfte also verschiedene Wege geben, 
durch die einzelne gezahnte Cuticulasiume in ungezihnte umgewandelt 
werden kénnen. Schon bei der Quellung des Haares in Wasser strecken 
sich die Cuticulasiume in geringem Grade, stirker natiirlich, wenn Laugen 
zur Anwendung gelangen; es wird dann die Zahnelung eine etwas flachere. 

1 Bemerkenswert war, daB die RiBstellen sich alle am Ende des Haares, 
unmittelbar an einer Klemme, also an einer durch Quetschung des Haares 
geschadigten Stelle befanden. 
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Dabei ergab sich in Fall I und II ein deutliches Gleitphanomen. In 


Fall IIT, in dem das Haar die starkste Dehnung (31°,) erfahren hatte 
trat beim ersten Versuch an einem 1,2 mm langen Haarstiick bei Be 
rihrung mit Wasser eine Verkiirzung um 5 Teilstriche des Okular 


mikrometers ein, ebenso im zweiten Versuch bei einem 1,4 mm lange 
Haarstiick. (Im letzteren Falle trat durch die Quellung auBerdem eine 


Verbreiterung des Haarschaftes von 50 auf 57 Teilstriche ein.) Es war 
also ein deutliches Gleitphanomen vorhanden. 

Haar XIL und XIII wurden vor der Priifung auf ZerreiBfestigkeit 
um 14%, bzw. 6,2°%, in trockener Luft 35 Minuten hindurch gedehnt 
Danach wurden die Haare 11/, Stunden in destilliertes Wasser gelegt 
Die Dehnung war bei Haar XII um 0,2 mm, bei Haar XTIL um 1,5 mm 
unter die urspriingliche Lange des ,.permanent set‘ zuriickgegangen 


Ks ergab sich aus diesen Untersuchungen, daB je gréBer die permanente 


Uberdehnung, um so geringer im Durchschnitt die Dehnungsfahigkeit 
des Haares in trockener Luft war. Ferner zeigte sich, da im 
,,permanent set*’ befindliche Haare, die in trockener Luft gedehnt 
wurden, nach Hineinbringen in Wasser wieder auf den urspriinglichen 
..permanent set’ zuriickgingen oder sogar etwas darunter. Ohne Be- 
feuchtung war nur ein geringer Langenriickgang festzustellen. 

Das Auftreten des Gleitphinomens! hangt demnach ab 1. von dem 


‘ + . 
Grade der Uberdehnung des Haares in trockener Luft, 2. von der 


Belastungsdauer des Haares. Nach kurzer Belastung erholt sich ein 
Haar in gewohnlicher Luft rascher als nach lange andauernder Belastung. 
Bei Haaren, die nur kurze Zeit hindurch um wenige Prozent gedehnt 


worden sind, ist unter Umstanden bereits auch schon nach sehr kurzer 


Zeit das Gleitphanomen nicht mehr nachweisbar. Daraus geht hervor, 


1 Die eigentiimliche Wirkung, die das Wasser auf das gedehnte Haar 
ausiibt, daB namlich die Widerstande, die der Verkiirzung des Haares ent- 
gegenstehen, beseitigt werden, beruht nach heutiger Auffassung daraut, 
daB neutrales Wasser auf die Zellbestandteile des Haares schwach hydro- 
lysierend wirkt. Das Wasser tritt in die Spalten des Haares ein und treibt 
die einzelnen Micellen auseinander. Die Zwischenraume der Micellen, die 
in trockenem Zustande 6 A breit sind, vergréBern sich hierbei nach Angabe 
von J. B. Speakman auf 40 A, wodurch das Haar eine Quellung besonders 
in die Breite erleidet. Man kann sich unschwer vorstellen, daB die bei 
der Dehnung des Haares stattfindende Lockerung der Cuticilazellen das 
Eindringen des Wassers (und auch der Luft) in die Spaltraume des Haares 
erleichtert und da8 dadurch die Quellung und die Zusammenziehung des 
Haares begiinstigt wird. Es findet auch gleichzeitig der Umstand eine 
Erklarung, daB, nachdem im Zustande der Dehnung des Haares eine 
maximale Verengung der Spaltraume eingetreten ist, wobei das Wasser 
aus den intermicellaren Spaltraumen herausgepreBt ist, der Vorgang 
reversibel wird durch Wiedereinlegen des Haares in Wasser und neue 
Wasseraufnahme. 
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daB 3. das Auftreten des Gleitphanomens auch abhangig ist von der 


Zeitspanne, die von dem Moment der Uberdehnung bis zum Zeitpunkt 
der Untersuchung des Haares verflossen ist. 

Im den Fallen [V— XI der obigen Tabelle war das Gleitphinomen 
negativ. Der Grund dafiir liegt in der kurzen Dauer der Dehnung des 
Haares, in der relativ geringen Dehnung und in der Zeitspanne, die bis 
zur Ausfiihrung des Gleitphinomens verstrich. Daneben spielt wahr- 
scheinlich auch eine geringe Zunahme der Sprédigkeit des Haares als 
Fo'ge der Einwirkung des heiBen Wasserdampfes eine gewisse Rolle. 

Die Bewegung des Gleitphanomens erfolgt bei abgeschnittenen 
Haarstiicken im allgemeinen stets von den Enden des Haarstiickes nach 
der Haarmitte zu. Man kann diese Erscheinung an !,—1 em langen 
Haarstiicken sehr bequem beobachten, weil das Gleitphanomen so lange 
Zeit anhalt, dag’ man beide Haarenden mit dem Mikroskop scharf ein- 
stellen und beobachten kann; an den Haarstiicken von etwa ! ,— 1 mm 
Lange sind die Schwierigkeiten dieser Feststellung bei der Kiirze des 
Phanomens gréBer. Indessen zeigt die Endablesung am Okularmikro- 
meter, besonders bei Haarstiicken von einer Lange von 80 %) Teil- 
strichen, daB nach Ablauf des Gleitphanomens beide Endpunkte des 
Haares ihre Lage verandert haben. 


(. 

Von besonderem Interesse war es schlieBlich, die Angaben Asthurys 
iiber die Superkontraktion nachzupriifen. Astbury! hatte festgestellt, 
daB die in Wasserdampf gedehnten Haare, sofern man die Spannung 
kurze Zeit nach der Dehnung plotzlich unterbricht, gewissermaBen zu- 
sammenschnurren und im Endresultat eine Verkiirzung bis ein Drittel 
der Originallange erleiden. Diese Angabe wurde nachgepriift. 

Bei zwei Haaren der Frau Pi. wurden Verkiirzungen bis zu 15°, der 
urspriinglichen Haarlange erhalten. Das Haar wurde im Verlauf von 
13/, Minuten um 75°, seiner urspriinglichen Lange in heiBem Dampf gedehnt, 
1'/, Minuten in diesem gedehnten Zustande gehalten und dann plétzlich 
entspannt. Das superkontrahierte Haar wies bei Feuchtigkeitswechsel in 
der Bongards-Priifanlage ahnliche Langenainderungen auf wie das iiber- 
dehnte Haar. 

Bei dem Kopfhaar der Frau P., 91, wurde eine Verkiirzung um 23,7°, 
unter der urspriinglichen Linge errechnet (Fall 93: 23°, unter der urspriing- 
lichen Lange; Fall 84: 219%; Nr. 87: 21,79%; Nr. 88: 22,69; Fall 89: 
23,5%). 

Der Grad der Verkiirzung nahert sich demnach dem von Asthury 
angegebenen. 


1 Vgl. W. 7. Astbury u. Woods, Phil. Trans. Royal Soc. London (A) 282, 
333, 1933. 
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Fall 84 (1. November 1940), Frau Pol. Wei®Bes Haar, Anfangslang: 
67 mm. Das Haar wurde im Laufe von 50 Sekunden um 75% seiner Lang: 
in heiBem Dampf gedehnt, 85 weitere Sekunden in gedehntem Zustand 
gehalten. Danach wurde es plétzlich entspannt. Es verkiirzte sich aut 
53mm (21°) unter der urspriinglichen Lange. Haarlange zur Zeit de: 
Untersuchung 56mm. (20. November 1940). Die Haarschaftbreite betrug 
0,092 mm. Der Markstrang bestand nur aus einzelnen Inseln. Die Cuticula 
siume waren sehr eng. 

Probe 87 (13. November 1940): Anfangslange 71,5 mm. Das Haa: 
wurde im Laufe von 50 Sekunden um 75% seiner Lange in heiSem Damp‘ 
gedehnt und weitere 100 Sekunden in gedehntem Zustande gehalten 
Danach wurde es pl6étzlich entspannt; es verkiirzte sich auf 56 mm (21,7°, 
unter der urspriinglichen Lange). Haarbreite 0,092 mm. 





Abb. 4. a stellt die Cuticula eines gedehnten Haares dar, 
b das Bild eines superkontrahierten Haares. 


Von dem Haar wurde ein 1 mm langes Stiick abgeschnitten; nac} 
Wasserzusatz trat eine Verldngerung von 70 auf 75 Teilstriche des Okula: 
mikrometers bei 370 x ein. Das Gleitphinomen war sehr deutlich. Mark 
war in dem Haar nicht zu erkennen. Die Cuticulasiume waren deutlich 
weiter geworden. In einem Versuch trat eine Verlangerung des Haares um 
5—7 Teilstriche ein. Die Breite des Haares stieg auf 0,1 mm. 

In Probe 89 (Superkontraktion um etwa 23,5%) hatten die Cuticula 
saume eine Breite von 0,005—0,010 mm. GréBte Schaftbreite 0,116 mm 
Markbreite 0,013 mm, also sehr gering?. 

Das Mark wies zahlreiche helle Stellen auf, die offenbar auf die voran- 
gegangene Dehnung des Haares zuriickzufiihren sind. In den hellen Stellen 
fehlte die Granulierung oder sie war vermindert. Da, wo noch Granulierung 
vorhanden war, hatten die Granula verschiedene G1réBe. Eine gleichmaBig 
grobe Granulierung, wie sie bei einem Dermoidhaar friiher von mir gefunden 
wurde, war nicht festzustellen. Die Annahme, da8B die Marksubstanz beim 
Zusammenschnurren des Haares eine besondere Breite haben mii®te, ist 
daher nicht berechtigt. Der Markstrang des Haares war an den hellen 
Stellen luftfrei. 


Es ergibt sich aus diesen Untersuchungen, daB 
1. die Haardicke bei superkontrahierten Haaren auf 0,1 mm und 
dariiber wuchs, dagegen das Haarmark noch die Zeichen der friiheren 


' Vgl. die Abbildungen. Es ist beachtlich, daB bei der Super- 
kontraktion die geringste Entfernung der Cuticulasiume nicht unter die 
schon von Kolliker gefundene geringste Breite von 0,005 mm heruntergeht. 
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Dehnung hellere Stellen mit geringer oder fehlender Granulierung 
des Markes — erkennen lieB. Eine besondere Breite weist das Mark 
nicht auf. Es ist daraus zu schlieBen, daB das Mark nicht dieselben 
elastischen Eigenschaften wie die Rinde besitzt. 

2. Im Gegensatz zum in trockener Luft gedehnten Haare zeigt 
das superkontrahierte Haar bei Beriihrung mit Wasser eine deutliche 
Verldngerung. Es treten also Quellungsvorgange auf wie beim normalen 
ungedehnten Haar, der Laingenzuwachs betrigt aber das Vier- bis 
Fiinffache, jedenfalls ein Vielfaches wie beim normalen Haare. Er 
wird dadurch im Gleitphinomen dem Auge sichtbar. Dehnt man in 
trockener Luft ein superkontrahiertes Haar, so verkiirzt es sich bei 
Wasserzusatz wie ein normales Haar. Es zeigt dann also ein Gleit- 
phanomen in derselben Richtung wie ein normales gedehntes Haar. 
Bei einer Dehnung von 20% wurde fiir das superkontrahierte Haar nach 
Wasserzusatz und Trocknung wieder die gleiche Linge wie vor der 
Dehnung erhalten. Es la&t sich somit sagen, daB das Gleitphinomen 
im Sinne einer Verkiirzung des Haares sowohl bei normalen als auch 
bei superkontrahierten Haaren als auch unter Umstanden bei in ,,per- 
manent set‘‘ befindlichen Haaren nach Dehnung in trockener Luft bei 
Wasseyzusatz eintritt (bei geringer Uberdehnung eine geniigend lange 
Dehnungsdauer vorausgesetzt). 

Bemerkenswert ist, da das superkontrahierte Haar in gewohnlicher 
Luft nicht bis zu der gleichen Linge dehnungsfahig ist wie das ur- 
spriingliche normale Haar. 

Die Dehnungsfahigkeit des superkontrahierten Haares betragt 
30 —35°, seiner Lange. Die Lange des normalen Haares spielt fiir die 
Dehnungsfahigkeit des superkontrahierten Haares keine Rolle. 

Drei superkontrahierte Haare wurden auf ihre Dehnungsfahigkeit 
in kaltem Wasser untersucht. Dabei ergab sich beim ersten Haare eine 
Dehnungsfahigkeit von 63°, beim zweiten Haare eine solche von 64°, 
und beim dritten von 73,5°% der superkontrahierten Lange, wahrend 
normale Haare in kaltem Wasser bis zu 70°, dehnungsfaihig sind. Es 
wird also nicht die gré&tmodgliche Lange des normalen Haares bei der 
Uberdehnung in kaltem Wasser erreicht. 

An dieser Stelle sei auch mitgeteilt, daB bei der Firma Lamprecht ein 
Hygrometer aus superkontrahierten Haaren hergestellt wurde. Es arbeitete 

wie ich hier mitteilen kann — vdéllig einwandfrei. Es ist das ein Beweis 
dafiir, daB das superkontrahierte Haar in Zimmerluft auch noch langere 
Zeit seine Lange und hygroskopischen Eigenschaften nicht andert. Bei 
Feuchtigkeiten oberhalb etwa 80° traten jedoch dauernde Verlangerungen 
auf, wie durch besondere Versuche festgestellt wurde !. 


1 Diese Feststellungen wurden jedoch nur fiir belastete Haare gemacht, 
wie sie im Hygrometer Verwendung finden. Das superkontrahierte Haar 

















DS Th. Lochte u. H. Brauckhoff: 


Zusammenfassung. 

Das Ergebnis dieser Untersuchungen ist das folgende: 

1. Die Angaben von W. 7. Astbury iiber die Dehnungsfahigkeit de 
menschlichen Kopfhaare in heiBem Wasserdampf von 100°C bis etwa 
100 °%, der Originallange konnten bestatigt werden 

2. Bei der Dehnung der Haare tritt eine Lockerung der Cuticula 
zellen auf. Gelockerte Cuticulasiume kénnen sich umlegen und ab. 
brechen. Die Bruchlinie der Zellen ist stets scharfrandig. Dadurc), 
kann stellenweise die Zaihnelung der Cuticulasiume verlorengehen 

3. Die Haare wurden durch die Dehnung diinner und starker 
durchscheinend. Eine Anderung der Haarfarbe ist nicht festzustellen 
doch wurden echt schwarze Haare zum Teil rotbraun durchscheinen<d 

4. Das Mark des Kopfhaares zeigte bei fortschreitender Dehnung 
einen Verlust der Ganulierung. Es wechseln dann deutlich granulierte 
lufthaltige Stellen des Markes mit weniger lufthaltigen und wenige: 
granulierten ab. Der Markkanal ist verschmalert, einze/ne Markzellen 
zeigen Halbmond- oder Mondsichelform. 

5. Bei langerem Verweilen in heibem Wasserdampf (106°C) — etwa 
3—4 Stunder behalten die Haare in gew6hnlicher Luft, in gesattigt 
feuchter Luit und in Wasser von Zimmertemperatur unverandert dic 

5 . eo . ° 
durch Uberdehnung erreichte Lange. Dieser ,,permanent set“ ist aber 
kein absoluter. Nach langerem Aufenthalt in heibem Dampf geht die 
erreichte Lange um meBbare Grade zuriick. 

6. Im ,,permanent set‘’ befindliche Haare weisen bei geringer 
Belastung und bei Feuchtigkeitsanderungen ein Vielfaches der Langen- 
anderungen auf wie ein normales Haar. Bei Feuchtigkeiten oberhall 
8°, treten bleibende Verlangerungen auf. Das gleiche gilt fiir super. 
kontrahierte Haare. 

7. Die Dehnungsfahigkeit von im ,,permanent set‘ befindlichen 


Haaren in trockener Luft ist im Durchschnitt um so geringer, je gréBer 


die permanente Uberdehnung war. 

8. Superkontrahierte Haare lassen sich in trockener Luft um 30 —40 ° 
dehnen, sind also nicht bis zu derselben Lange dehnbar wie das urspriing- 
liche normale Haar. 


zeigte in dieser Beziehung ein ahnliches Verhalten wie das im ,,permanent 


set’ befindliche Haar (vgl. Abb. 1, 8.47). Wird das superkontrahierte Haar 


in véllig unbelastetem Zustand in feuchte Luft gebracht, dann nimmt ex 


hinterher in trockener Luft wieder annahernd die gleiche Lange ein wie 


vordem (die Differenz betragt nur wenige Prozent der relativen Feuchtig- 
keitsskala). 
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9. In trockener Luft erfolgte Uberdehnungen kénnen bei super- 
kontrahierten, normalen und im ,,permanent set** befindlichen Haaren 
durch Einbringen in Wasser wieder vollig riickgangig gemacht werden. 
Bei normalen Haaren wurden nach Uberdehnung in trockener Luft 
und nach erfolgter Regeneration in Wasser oder mit Wasserdampf 
vesattigter Luft bei Feuchtigkeitsinderungen die gleichen Langen- 
anderungen festgestellt wie vor der Uberdehnung. 

10. Die elastische Erholung von in trockener Luft tiberdehnten 
Haaren erfolgt um so rascher und vollkommener, je héher die relative 
Feuchtigkeit ist. Bei stetig zunehmender Feuchtigkeit erfolgt zunachst 
infolge Quellung Verlangerung des iiberdehnten Haares, die aber bei 
hédheren Feuchtigkeiten (etwa oberhalb 80°.) in rapide Verkiirzung 
iibergeht. 











Versuche zur Reinigung 
des sogenannten Thymushormons. 
Von 
D. Albers und Z. Sasyk. 


(Aus der Abt. fiir Geschwulstforschung der II. Med. Universitatsklinik 
Miinchen.) 


(Eingegangen am 5. Marz 1942.) 


Nach den Vorstellungen von Bomskov c.s. (1) handelt es sich bei 
der leberglykogensenkenden Fraktion des Thymus, dem sogenannten 
Thymushormon, um ein Lipoid, vermutlich in Analogie zu den Hor 
monen einiger anderer hormonal von der Hypophyse gesteuerter Inkret- 
driisen um ein Steroid. Hierfiir spricht der Befund von Bomskor, dai 
die Wirkungen des sogenannten Thymushormons bereits mit geringsten 
Mengen einer aus dem Unverseifbaren von Thymusél gewonnenen 
Substanz ausgelést werden kénnen. 

Von Bomskov wurde seit langem in Aussicht gestellt, die einzelnen 
Schritte bei der Reinigung bekanntzugeben. Nachdem aber keine 
weitere Veréffentlichung erschienen ist und eine persénliche Anfrage 
unbeantwortet blieb, haben wir uns entschlossen, eine méglichst weit 
gehende Isolierung des sogenannten Thymushormons selbst zu ver 
suchen. Es liegen bisher in methodischer Hinsicht lediglich die An- 
gaben von Bomskov vor, daB der zerkleinerte Thymus durch Extraktion 
mit Aceton in der Kalte gewonnen und durch Aufnahme des Riick 
standes in Ather gereinigt wird. Im folgenden geben wir die Operationen 
wieder, die zur Reinigung der das Leberglykogen senkenden Thymus. 
fraktion versucht wurden. 


Verfahren zur Abtrennung der leberglykogensenkenden Substanz. 
1. Schritt. Gewinnung des Rohéls. 


Kalbsthymus wird einige Stunden nach der Schlachtung von Fett 
und Bindegewebe befreit, durch eine Hackmaschine getrieben und mit 
der sechsfachen Menge Aceton iibergossen. Es wird 12 Stunden in einer 
Schiittelmaschine geschiittelt, der Riickstand mit 1/, der verwendeten 
Acetonmenge noch zweimal extrahiert und durch Filtration abgetrennt 
Die vereinigten Filtrate werden im Vakuum bis zur fettigen Konsistenz 
eingeengt. Bei der Vakuumdestillation ist wegen der starken Schaum 
bildung ein Druck von 30 mm Hg und eine Wasserbadtemperatur von 
45 bis 55° zweckmaBig. Gegen Ende der Destillation wird der Druck 
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nach Zugabe von Oktylalkohol auf 10 mm erniedrigt. Die gelblich- 
braune Substanz ist von schmieriger Beschaffenheit und farbt sich 
an der Luft dunkelbraun. Zur Vermeidung irgendwelcher Oxydation 
wurde daher noch im Vakuum die gelbbraune Masse mit Petrolither 
iibergossen. Die Petrolathermenge (40 bis 50°: Merck) betragt 1/, des 
Thymusgewichts. Zweimalige Wiederholung mit !/,, des Thymus- 
gewichts. Der Riickstand wird durch scharfes Zentrifugieren ab- 
getrennt. Die Lésung ist rotbraun, klar, fluoreszierend. Der Petrol- 
ather wird im Vakuum verjagt. Es bleibt ein zihes, braunes, aromatisch 
riechendes ©] zuriick, das in einer Salbenkruke unter Kohlensaure 
(Praparat IT) oder im Vakuum (Praparat IIT und IV) aufbewahrt wird. 
Die Ausbeute betrigt 1/,, des Thymusgewichts. Dieses Produkt wird 
von uns als Thymusroh6é! bezeichnet !. 


Wirkung des Rohols im Tierversuch. 


Fiir die Austestung wurden Meerschweinchen von etwa 200 ¢ 
benutzt. Uber Tierhaltung, Fiitterung usw. siehe friihere Mit- 
teilung (2). Wir haben damals gefunden, daB durch sehr groBe Dosen 
Thymusrohél eine Glykogensenkung erzeugt werden kann, jedoch die 
Hohe der Ausgangswerte sowie der Glykogenerniedrigung recht unein- 
heitlich ist. Heute k6nnen wir den damaligen Befund insoweit er- 
gainzen, als es Thymusrohéle gibt, deren Einverleibung keine deutliche 
Wirkung erkennen JaBt. In den jetzigen Versuchen ist auch die normale 
Schwankungsbreite des Glykogenspiegels der Leber so groB, daB die 
Auswertung erheblich erschwert ist. Die Wirkung des Rohdéls laBt sich 
den Tabellen I bis VI entnehmen. 


Die Glykogenfallung erfolgte als Doppelbestimmung nach Good, 
Kramer und Somogyi (3), die Zuckerbestimmung nach Shaffer und 
Somogyi (4). Als Lésungsmittel benutzen wir Ol. sesami, eine wasserige 
Suspension oder Ol. dericini 2. 


Die Léslichkeit des Thymusrohéls ist im Ol. dericini erheblich 
gréBer als im Ol. oliv., Ol. sesami, Ol. arachidis und Ol. ricini. Durch 
alleinige Einverleibung des Ol. dericini, eines Hydrierungsproduktes 
des Ricinuséls, wurde keine Leberglykogensenkung hervorgerufen. 


' Nach AbschluB unserer Arbeit wurde uns von Bomskov privat mit- 
geteilt, daB er in letzter Zeit statt der Aceton-Extraktion der Frischdriise 
nach Trocknung des Thymus bei 110° wiederholt mit Ather ausgezogen hat, 
da hierdurch eine bessere Hormonausbeute erfolgen soll. Dieses Verfahren 
wurde mit Extrakt IV durchgefiihrt. — ? Auf letzteres hat uns Herr 
Apothekendirektor Dr. Deininger, Miinchen, freundlicherweise aufmerksam 
gemacht. Fiir die Uberlassung gréBerer Versuchsmengen danken wir der 
Chem. Fabrik Flérsheim A.-G. bestens. 
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2. Schritt. Verseifung des Rohdls. 

Die Verseifung wurde médglickst schonend vorgenommen, un 
eventuell leicht zerstérbare Substanzen hormonartigen Charakter. 
unversehrt zu gewinnen. Durch die Verseifung wurden die Fette vo 
spalten und durch anschlieBende Atherextraktion die Fettsaéuren vor 
dem Unverseifbaren abgetrennt. Das Unverseifbare, welches die Sterin: 
enthalt, miiBte nach den Vorstellungen von Bomskov — daB di: 
von der Hypophyvse hormonal beherrschten Organe keine Eiweil} 
kérper, sondern itiberwiegend Sterine sind — die wirksame Thymus 
fraktion sein. 

13g Thymus6l wurden in 170 cem nalkoholischer KOH gelést. Ein 
sehr kleiner Anteil bleibt ungelést. Nach 24 Std. Stehenlassen bei 20° wurd: 
im Vakuum bei 15 mm und 40° Badtemperatur, gegen Ende der Destillation 
bei 60°, bis zur Trockne abgedampft. Der Riickstand wurde mit etwa 
300 cem Ather extrahiert, nach dem Abzentrifugieren des Unléslichen dic 
klare Atherlésung zur Trockne gebracht. Bringt man nun neuen Ather aut 
den zuvor in Ather léslichen Riickstand, so geht er nicht vollstandig in 
Losung. Das Lésen in Ather und die Abtrennung des atherléslichen Riick 
standes durch Zentrifugieren mu daher einige Male wiederholt werden. E- 
handelt sich bei den im Ather scheinbar léslichen Substanzen um Seifen, die 
durch mehrmalige Atherextraktion abgetrennt werden kénnen. Die Ather 
lésung wurde im Vakuum eingedampft und auf diese Weise 2,6g Un 
verseifbares erhalten. Das Nichtatherlésliche wurde vereinigt, in Wasser 
aufgenommen, mit etwa 40% Schwefelsaure angesaéuert und das aus 
geschiedene Ol mit Ather ausgeschiittelt. Nach Verjagen des Athers wurden 
7g Fettsaéuren gewonnen, die teils als Sauren, teils als Na-Salze ausgetestet 
wurden. 


Austesten der durch Verseifung gewonnenen Thymusfraktionen. 


Nach Bomskov sollen bereits 10 mg des Thymusrohéls das Leber 
glykogen um 50°, senken. Wir haben daher im 1. Versuch die in. 
jizierte Dosis gleichfalls klein gewahlt, weil durch Reinigung eine Wirk. 
samkeitssteigerung zu erwarten war. Da das Verhaltnis Unverseif- 
bares ; Fettsdéuren etwa 1:3 ist, sich aber die gesamte Hormonmenge 
im Unverseifbaren befinden sollte, war eine Wirksamkeitssteigerung 
in der Fraktion des Unverseifbaren um etwa das Dreifache zu erwarten. 
Die Wirkung von etwa 15 mg des Unverseifbaren miBte daher der von 
etwa 50 mg Rohél entsprechen, falls die Annahme von Bomskov richtig 
ist. Die Testversuche an Meerschweinchen haben wir in Tabelle I bis [I 
zusammengestellt. Die Versuche wurden mit drei verschiedenen 
Thymuspraparaten ausgefiihrt. 

Das Ergebnis der Reinigung ist, wie aus Tabelle I bis [II deutlich 
hervorgeht, unbefriedigend. Die ersten beiden Versuche in Tabelle | 
wurden mit 15 mg Substanz, einer verhaltnismaBig kleinen Dosis ge- 
macht. Die Wirkung des Unverseifbaren, die etwa 50 mg R6h6l ent- 
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spricht, hatte aber deutlich in Erscheinung treten miissen, auch wenn 
wir uns in diesem Vorversuch auf ein kleines Tiermaterial beschrankt 
haben. Obwohl wir die Wirksamkeit des Rohéls in Praparat II bei 


Tabelle 1. Wirkung der durch Verseifung abgetrennten Thymus- 
fraktionen auf das Leberglykogen von Meerschweinchen. 
(Priparat Thymus IL.) 

Téten der Tiere nach 40 Std.; subcutane Injektion; Losung-mittel 
OL. dericini. 





Ge Ge- Leber-  Gly- Ge Ge- Leber-  Gly- 
Thymusfraktion Nr. schlecht wicht gewicht oe Nr. achiccht wicht gewicht kogen 
g g b g g A 
Rohél { || 282 ou 208; 10,5 9,4 135 a’ 287) 9,6 6,2 
15mgin0,5cem | 283 fou 236 7,0 , 3,9 136 a 201 «6,8 4,2 
Unverseifbares | 277 o 262; 12,0 | 2,17 133 a 226 7,9 6,6 
15 mgin0,6ccem |/|278; of {319} 11,5) 4,9 134; co | 261, 9,5 6,6 
Fettsaure 5/280; 9 |249) 9,6 | 6,7 131 y |241! 9,7 110.6 
lomgin 0,5 cem |. 281 Q 284/| 12,5 | 8,72 :1382' o |209 7,7 5,9 
Kontrolle (284; of (200! 67/305 123! o |246 86 | 69 
ocom |/286/ 9 |189) 110/61 (124, o {236 83 | 9,6 


Ol. dericini 


Tabelle Ll. Wirkung der durch Verseifung abgetrennten Thymus- 
fraktionen auf das Leberglykogen von Meerschweinchen 
(Praparat Thymus IIL.) 

Toten der Tiere nach 40 Std.; i. p. Injektion; wasserige Suspension. 
Gewicht der Tiere 200 bis 250 g. 





Thymusfraktion | Nr. | Geschlecht Dosis — 
| 436 Co 9.0 
' 437 on . . 14,0 
‘ ( g bee be 
Pe AC ate Oi | 438 Q | 100 mg in 0,5 cem i 
439 g 9,2 
432 rou 22.4 
Pea re ne | 433 o" | a ee 16.3 
Unverseifbares ......... | 434 Q 20 mg in 0,3 cem 12.8 
435 Q 1,8 
428 rou 2,5 
IC ( 
Unverseifbares ......... : pen 9 : 60mg in leem a 
431 Q 17,5 
440 on | 19,1 
= 44] ou = as 6,5 
PN i ii IE lice eg aly | 442 2 | 100 mg in 1 cem 8.5 
443 9 4,1 
| 444 fox | 5.6 
. 445 fou — 2,6 
Ye C 1s é ep 
BOM Bios. ee, | 446 9 leem phys. NaCl 56 
447 Q 7,1 
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Tabelle 111. Wirkung der durch Verseifung abgetrennten Thymu-. 


fraktionen auf das Leberglykogen von Meerschweinche: 
(Priparat Thymus IV.) 


Toten der Tiere nach 40 Std.; subeutane Injektion; wasserige Suspensio: 








a) 5 i Ge- | Gewicht concn Gly 
lhymusfraktion Nr. achiashs rae Dosis ore n 

110 2 185 9,8 | 7.4 

RONG ss SS 114 g 215 7,3 200 mg in 1 ccm 0,5 
|; 198 | @ | 172 | 65 jI 24 

115 Q 208 ~=-:11,0 | 13,4 

Unverseifbares ... 116 Q 173 5,5 200 mg in 1 ccm 4,9 
(| 198} 9 | 180 | 66 |j 39 

{ lil g 180 7,0 | 7,8 

BME Sey a care ke 112 Q 195 7,5 200 mg in 1 ccm 16,1 
l} uz] ¢@ | 1% | 65 | 7,4 

| 101 | : 209-115 | 16,8 

e 103 202 8,5 4,6 
Kontrolle ........ | 104 9 218 10.5 | 1 cem phys. NaCl 141 
127 Q 172 7,0 4,1 


Untersuchungen tiber den Einflu8 auf Leber-, Herz- und Herzmuskc! 
glykogen gepriift haben, sind wir zu einem anderen Praparat iiber- 
gegangen, um dem Vorwurf zu entgehen, daB unser Thymusextrakt 
unwirksam sei. AuBerdem haben wir statt eines Ols als Lésungsmitte! 
die Aufnahme in physiologischer Kochsalzlésung vorgezogen, weil dic 
Fettsduren sich in Wasser besser l6sen und auch das Thymus] in Wasser 
suspendiert werden kann. 


Rohél und Unverseifbares wurden von den Tieren gut vertragen. 
wahrend nach Injektion von Fettsauren bei i. p. Verabreichung alle 
Meerschweinchen, bei subcutaner Zufuhr die Mehrzahl einging. Dic 
Versuchsreihe muBte daher beim Austesten der Fettsiuren ziemlich 
groB gewahit werden. Die Vertraglichkeit der Fettséuren wurde er- 
heblich besser, als wir sie in Form von Seifen (Na-Salz) zufiihrten. In 
Tabelle IT und IIL haben wir die Fettsaéuren als Seifen injiziert ; in diesen 
beiden Versuchsreihen benutzten wir Praparat III und IV. Die Dosis 
wurde erheblich vergréBert. Trotzdem war in keiner Fraktion (siehe 
Tabelle I bis III) ein deutlicher, das Leberglykogen senkender Effekt 
nachzuweisen. Wir finden in Tabelle I vielleicht andeutungsweise 
eine ganz geringe Erniedrigung des Glykogens durch den unverseifbare1 
Anteil des Thymus. Auch in Tabelle II zeigen zwei Tiere in der 60 mg 
Gruppe des Unverseifbaren eine kleinere Glykogenmenge, doch ist de: 
Glykogengehalt der beiden anderen Tiere der unverseifbaren Fraktio1 


auBerordentlich hoch. Wir finden sogar bei drei von vier Tieren (in der 


Gruppe des Unverseifbaren), denen 30 mg Substanz einverleibt wurden, 
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Werte im Sinne einer Glykogenzunahme. Nach den Werten der Ta- 
belle IL sind wir demnach eher berechtigt, von einer Glykogensteigerung 
ils -senkung zu sprechen. In der Tabelle III ist die glykogensenkende 
Wirkung durch das Rohél am deutlichsten. Das Unverseifbare zeigt 
gleichfalls einen, wenn auch schwacheren Effekt. Die Fettséuren bzw. 
ihre Seifen sind in allen Versuchsreihen wirksam. Es ist leider ein 
Gruppenvergleich nur in beschranktem MaBe méglich, da die Werte 
der einzelnen Tiere in jeder Gruppe erheblich voneinander abweichen. 
Im Hinblick auf die sehr groBen Mengen an unverseifbarer Substanz, 
die injiziert wurden, kann aber zusammenfassend gesagt werden, da 
ein deutlicherer Effekt hatte vorhanden sein miissen, wenn ein zweck- 
maBiger Reinigungsweg begangen worden wire. 


3. Schritt: Isolierung der Sterine. 

Da nach den Protokollen der Tabellen I bis ILI eine ganz schwache 
Wirkung des Unverseifbaren auf den Glykogenspiegel nicht von der 
Hand zu weisen war, haben wir — immer dem Gedankengang Bomskovs 
foilgend — die Sterine isoliert, um eventuell anhaftende Ballaststoffe 
bzw. die das ,, Thymushormon" paralysierenden Begleitsubstanzen ab- 
zutrennen. Die Gewinnung der Sterine erfolgte in Anlehnung an die 
Digitoninmethode von Schénheimer und Dam (5). 

Ausfiithrung. 0,5 g des Unverseifbaren wurden in Alkohol gelést und 
mit 100cem einer 1%igen Digitoninlésung heiB versetzt. Nach 12 Std. 
Stehen bei 20° wurde der Niederschlag (Digitonide) abfiltriert (1 g). Lésen 
desselben in 5ccem hei®Ber Pyridinlésung; nach Abkiihlen erfolgte eine 
Fallung des Digitonins durch Zugabe von 50cem Ather. Abfiltrieren des 
Digitonins, Verdampfen des Filtrats bis zur Trockne und Aufnehmen des 
Riickstandes in Petrolather. Nach Einengen der Petrolatherlésung schieden 
sich weiBe, glanzende Nadeln aus, die wir im Tierversuch als digitonin- 
fallbar I bezeichnen (100 mg). Nach Einengen der Mutterlauge bis zur 
Trockne bleiben 150 mg rosettenférmige, gelbliche, fettige Kristalle zuriick 
(digitoninfdllbar II). Die nach Abfiltrieren der Digitonide erhaltene alko- 
holische Lésung (s. oben) wurde im Vakuum eingeengt, mit Ather das 
Digitonin gefallt und die Fallung abgetrennt. Nach Verjagen des Losungs- 
mittels blieb ein gelbes Ol zuriick (200 mg) (im Versuch nicht digitonin- 
fdllbar). 

Das durch Austesten dieser drei Fraktionen erhaltene Protokoll 
haben wir in Tabelle [IV und V zusammengestellt. 

Wenn das sogenannte Thymushormon tatsachlich ein Sterin ware 

- wie man nach den Vorstellungen von Bomskov annehmen miibte 
hatte eine Hormonwirkung durch die sehr erhebliche Reinigung mittels 
der hierfiir allgemein bekannten Digitoninmethode deutlich in Er- 
scheinung treten miissen. Die Leberglykogensenkung ist jedoch in 
Tabelle IV in der Gruppe digitoninfallbar I nur gering, in der Gruppe 
digitoninfallbar II iiberhaupt nicht nachweisbar. Dabei handelt es sich 
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Tabelle IV. Wirkung der durch Digitoninfallung des Unversei: 
baren gewonnenen Fraktionen auf das Leberglykogen vor 
Meerschweinchen. (Priparat Thymus II.) 


Téten der Tiere nach 40 Std.; subcutane Injektion. 





: wey Leber- 
Ge- Gewicht aveieh 


schlecht Dosis 


Thy musfraktion Nr. 


155 223 | 9,4 

156 206 | 7, | 200 mg in 2cem 

157 238 E | Ol. sesam. 

158 219 

Digitoninfallbar I. 147 
148 


Rohdl 


AAW 


276 50 mg in 0,4 cem 
Ol. dericini 

163 

164 


30 mg in 2 ccm 


Digitoninfallbar IT . . pn gael i, 


20 mg in 2 ccm 
Ol. sesam. 


Qa aqaaq 


Nichtdigitoninfallbar 162 
159 
160 


137 
140 


8,1 

8,6 

7,9 \\ 0,4 ecm 
13,7 Ol. dericini 


2ccm Ol. sesam. 
Kontrolle 


Q40 QQ 


Tabelle V. Wirkung der durch Digitoninfallung des Unverseit 
baren gewonnenen Fraktion auf das Leberglykogen von 
Meerschweinchen, (Praparat Thymus III.) 

Téten der Tiere nach 40 Std.; i. p. Injektion; wasserige Suspension; Gewicht 
der Tiere 200 bis 250 g. 





Thymusfraktion Nr. Geschlecht 


436 

5 437 
Rohél .... 438 
439 


413 


Ngee ge 414 
Digitoninfallbar 415 


416 


444 


Kontrolle Hs 


447 


100 mg in leem 


| 
| 
| 
| 
| 


20 mg in lecem 


1 ecm phys. Na Cl 


404022 299Q 141099 


um eine 20- bzw. llfache Reinigung des Thymusrohéls. Auch in der 
Tabelle V ist ein Effekt durch das Digitoninfallbare nicht erkennbar. 
Auch in dem Nichtdigitoninfallbaren, das nur an einem einzigen Tier 
gepriift wurde (siehe Tabeile IV), da Sterine nicht — Steroide nur in 
unbedeutender Menge — in ihm enthalten sein kénnen, ist eine glykogen- 
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senkende Substanz nicht vorhanden. Unsere sehr weitgehende Reinigung 
war daher zwecklos. 

Trotz der groBen Streuung hatte man einen Effekt sehen miissen, 
da die sehr hohe Dosierung (20 mg Digitoninfallung — 200 baw. 400 mg 
Roh6él) die tibliche Hormonmenge, wie sie z. B. zum Austesten der 
Sexualhormone gebraucht wird, um ein Vielfaches tiberschreitet. Wir 
wirden vielleicht unsere Versuche mit gréBerem Tiermaterial wiederholt 
haben, wenn wir nicht in der Zwischenzeit Substanzen gefunden hatten, 
die in derselben oder kleineren Dosis wie das Thymusél eine starke 
Glykogensenkung erzeugen. Von einem Glykogenspiegel von 6 bis 9%, 
sinkt dieser auf 0,4 bis 0,6° ; bei diesen Stoffen, die keinen Hormon- 
charakter haben, lassen sich einwandfrei Unterschiede gegeniiber den 
Kontrollen erkennen. Von diesem Befund berichten wir in Kiirze. 


4. Schritt: Entfernen der Fette und des Cholesterins durch Ausfrieren 
in methylalkoholischer Lésung. 


Neben der Reinigung der Sterine mittels der Digitoninmethode 
sind wir einen anderen Weg gegangen, der in ahnlicher Weise bei der 
Reindarstellung des Progesterons bereits durchgefiihrt worden ist. 
Durch Ausfrieren der Fette und des Cholesterins in 70 °iger methyl- 
alkoholischer Lésung bei tiefer Temperatur haben wir eine fiir eine 
Hormonreinigung sehr schonende Methode benutzt. Eine vollkommen 
quantitative Trennung wird hierdurch nicht erzielt: 


Ausfiihrung. 6g des Rohéls wurden in 50 ccm abs. Methanol warm 
gelést (eine kleine Menge des Rohdls ging nicht in Lésung). Dazu wurden 
20 cem Wasser gegeben, eine halbe Stunde geschiittelt und 12 Std. bei 4° 
stehen gelassen. Der entstandene Niederschlag wurde von der klaren gelb- 
braunen Fliissigkeit abfiltriert. Nach einmaligem Wiederholen des Aus- 
frierens schied sich jedoch nicht eine feste kristalline Masse aus, sondern es 
bildete sich eine Art Emulsion, die durch ein Filter gegeben wurde. Der 
Riickstand, der Fette und Cholesterin enthalt, betrug 5g und wird im 
Tierversuch als methanolunléslich bezeichnet. Die aus dem zweimaligen 
Ausfrieren erhaltenen Filtrate wurden im Vakuum zur Trockne abgedampft. 
Es blieb ein braunes 01 zuriick, das als methanolléslich fiir den Test verwendet 
wurde. 


Das Resultat dieses Reinigungsschrittes geben wir in Tabelle VI 


wieder. 

Der parallel zur Verseifung und anschlieBenden Digitoninfallung 
gemachte Ansatz hatte keine Reinigung der glykogensenkenden Sub- 
stanz ergeben. Auch die besonders schonende Ausfrierungsmethode, 
deren Ergebnis wir in Tabelle VI gebracht haben, zeigt keine wesentliche 
Wirksamkeitssteigerung. Das Methanollésliche ist nur bei den Tieren 144 
und 146 von geringem Einflu8, obwohl hier eine Dosis injiziert wurde, 
die 300 mg Thymusrohél entspricht. Um die groBen Dosismengen zu 


5* 
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Tabelle VI. Wirkung der durch das Ausfrieren im Methan, 
gewonnenen Fraktionen auf das Leberglykogen von Mee; 
schweinchen. (Priparat Thymus IIL.) 
' Téten der Tiere nach 40 Std.; Gewicht der Tiere 200 bis 250 g. 





Gly- 
ii - Ge- Ge- r 
hymusfraktion | Nr. oniecht Dosis —_ NF. schlecht Dosis 
0° 


100 mg 9,0 1388 @Q 
inleem | 14,0 141 of 
wisseriger 7,7 
Susp. i. p. | 9,2 


' 
| Suspe ie. | a2 nt 
| 
| 
| 
| 


50 mg 
in 0,4 cem 
Ol. dericini 

sube. 


Rohdél 


Methanol- 
léslich 422 
423 


424 
Methanol- 425 
unléslich 426 
427 
444 
445 
446 
447 


| 
in leem | 14,3 146 | i in 0,4 com 
wisseriger | 10,8 | — 
| 
| 


50 mg 
in 0,4 com 
Ol. dericini 

sube. 


Susp. i. p. | 3,1 


100 mg 4,2 
in 1 ccm 4,8 
Ww asseriger 12,0 
Susp. i. p.| 1,7 
leem | 56 


aes gar 56 


7,1 


0,4 com 
Ol. dericini 
sube. 


Kontrolle 


40402 Q% 40402 Q 404099 404099 | 


veranschaulichen, die wir den Reinigungsschritten entsprechend den 
Meerschweinchen einverleibt haben, geben wir die Verhaltniszah'en 


in Tabelle VIL wieder. 


Tabelle VII. 


Verhaltnis der Reinigungsfraktionen zum Thymusrohdl. 
100 mg Rohél enthalten 
etwa 50 mg Fettsaure 

Unverseifbares 

Digitoninfallbares J 

Digitoninfallbares IT 

Nichtdigitoninfallbares 

Methanollésliches 

Methanolunlésliches 


Diesen Verhaltniszahlen entsprechend hatten wir also statt 100 mg 
Rohél nur 5 mg Digitoninfallbares I oder 17 mg Methanolunlésliches 
injizieren miissen, um dieselbe Wirkung zu erzielen. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Wir finden in diesen Versuchsreihen eine Wirkung des Thymus- 
hormons — wie Bomskov die leberglykogensenkende Wirkung_ be- 
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zeichnet —. erst nach Dosen, die viel gréBer sind, als Bomskor sie angibt !. 
Bomskov sieht schon nach Einverleibung von 10 mg Thymusrohé! 
eine Glykogensenkung um 50 °%,. Wir haben in unserer ersten Mitteilung 
bereits angegeben, da wir in mehreren Extrakten erst nach parenteraler 
Zufuhr von 100 bis 200 mg eine 50°%ige Senkung gesehen haben. 
Bomskov hat darauf hingewiesen, daB nach einer logischen Uberlegung“ 
sein sogenanntes Thymushormon zu den Sterinen gehéren wiirde 2. 
Kine Reinigung muBte daher die [solierung der Sterine zum Ziel haben. 


¢ 


Wir haben deshalb als nachstliegendes die Fettsiuren vom Unverseif- 
baren abgetrennt und, als ebenfalls keine deutliche Wirksamkeit nach- 
zuweisen war, immer noch mit der Méglichkeit gerechnet. daB das 
Hormon durch Begleitstoffe bzw. Antihormone oder ahnliche Stoffe 
derselben Fraktion eventuell paralysiert werden kénnte; deswegen 
wurde cin weitergehender Reinigungsversuch unternommen, aber auch 
die Digitoninfallung fiihrte zu keinem befriedigenden Ergebnis, be- 
sonders, wenn man sich vergegenwartigt, welche groben Hormondosen 
wir entsprechend den verschiedenen Reinigungsschritten  injiziert 
haben. Wir erinnern an das Ergebnis der Digitoninfallung [ in Ta- 
belle IV, in der 50 mg dieser Fraktion 1000 mg, also dem Hundertfachen 
der nach Bomskov wirksamen Rohdldosis, entsprechen. Obwohl im 
allgemeinen die Hormone von Steroidcharakter nicht sehr empfindlich 
sind, haben wir im Parallelversuch einen anderen Weg eingeschlagen, 
um so schonend wie méglich vorzugehen, und zwar durch Ausfrieren 
in 70 %igem Methylalkohol. Auch dieser Weg hat sich als unzweckmabig 
erwiesen. Da uns Bomskor brieflich mitgeteilt hat, daB er jetzt statt 
einer Aceton- eine Atherextraktion vornehme, haben wir trotz Ab- 
schluB unserer Versuchsreihen einen solchen Extrakt hergestellt. Es 
zeigte sich keinerlei staérkere Wirkung (Praparat Thymus IV). 


Kann schon nach den Rohéldosen, die fiir einen leberglykogen- 
senkenden Effekt erforderlich sind, nicht von einer eigent lichen Hormon- 
wirkung geredet werden, so ist dies schon ganz und gar nicht der Fall 
bei den gereinigten Fraktionen. Wir erinnern daran, daB durch 50 mg 
Trockensubstanz eines gereinigten Hypophysenvorderlappen-Pulvers 
die glykogensenkende Wirkung so stark ist, da die Leber fast gly- 
kogenfrei wird. Wir haben in der digitoninfillbaren Fraktion I den 
Schmelzpunkt bestimmt. Er betragt 142°. Der Schmelzpunkt des 
Cholesterins liegt bei 148°, so daB es sich in dieser Fraktion walir- 
scheinlich um ziemlich reines Cholesterin handelt. Nahere Be- 


1 Zudem wird dieser Effekt nicht einmal in allen Thymusextrakten 
angetroffen. 2 Streng genommen gehéren die Sexualhormone und Neben- 
nierenrindenhormone nicht zur Sterinreihe, wie Bomskov sagt, sondern 
zu den Steroiden. 
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stimmungszahlen der Lipoidfraktion werden an anderer Stelle an- 
gegeben. 

Wir halten uns jedoch nicht fiir berechtigt, auf Grund unsere: 
Untersuchungen die Existenz eines lipoidléslichen Thymushormons 
abzulehnen. In der schénen Arbeit von Weise (6) aus der Chirurgischen 
Universitatsklinik Berlin sind instruktive Abbildungen gezeigt, welche 
die Entstehung der Hassalsehen K6rperchen veranschaulichen, dic 
zu Beginn ihrer Entstehung ein driisenartiges Epithel zeigen. Wir 
halten es nicht fiir ausgeschlossen, da diese Zellen zu innersekretorischer 
Leistung befahigt sind. Sicherlich ist aber der Glykogensenkungstest 
nutzlos, denn auch das Muskel- bzw. Herzmuskelglykogen verhalt sich 
entsprechend (s. unsere friithere Mitteilung). Eine glykogensenkende 
Wirkung kann durch verschiedene kérpereigene und kérperfremde 
Stoffe bewirkt werden, die mit der Thymusdriise in keinem Zusammen- 
hang stehen. Durch Dosen solcher Substanzen, die geringer als dic 
fiir eine Leberglykogensenkung erforderliche Thymusrohélmenge sind 
kann die Leber fast glykogenfrei gemacht werden. Hieriiber werden 
wir demniachst berichten. 


Zusammenfassung. 


1. Aus der Petrolather- oder Atherfraktion der Thymusdriise 


kann ein 01 gewonnen werden, das Meerschweinchen parenteral in 
groBen Dosen einverleibt, haufig, jedoch nicht regelmaBig, nach 
40 Stunden eine Leberglykogensenkung bewirkt. 

2. Eine Wirksamkeitssteigerung dieser in Thymusé] vorhandenen 
Substanz wird durch Verseifen und Trennung der Fraktionen vom 
Unverseifbaren nicht erreicht. 

3. Auch durch weitere Fraktionierung des Unverseifbaren zwecks 
Isglierung der Sterine mittels Digitoninfallung (11- bis 20fache Reini- 
gung, bezogen auf Thymusél, 700- bis 1400fache Reinigung, bezogen 
auf die frische Thymusdriise) kann eine erhebliche Glykogensenkung 
nicht beobachtet werden. Bei dem in der Digitoninfallung I isolierten 
Sterin handelt es sich dem Schmelzpunkt nach um ziemlich reines 
Cholesterin. 

4. Eine andere Methode zur Isolierung eines Hormons von Sterin- 
charakter, die Entfernung eines groBen Teiles der Fette und des Chole- 
sterins durch Ausfrieren in 70°%igem Methanol, ist ebenso zwecklos 

5. Wenn es sich also um ein Hormon der Sterinreihe handeln 
wiirde, miiSten wir durch unser systematisches Vorgehen (Anwendung 
verschiedener Reinigungsverfahren und Fraktionierungen) eine ein- 
wandfreie, erhebliche Wirksamkeitssteigerung der glykogensenkenden 
Substanz gesehen haben. Da dies nicht der Fall ist, ist die Annahme 
Bomskovs, daB die Glykogensenkung des Thymuséls auf ein Hormon 
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der Steringruppe zuriickzufiihren sei, unzutreffend. ~ Die Méglichkeit 


der Existenz eines Thymushormons wird nicht von der Hand gewiesen, 


jedoch JaB®t sich durch den Glykogentest ein solches in der Lipoid- 
fraktion nicht nachweisen. Versuche mit verschiedenen das Leber- 
vlykogen stark senkenden Substanzen werden von uns demniachst ver- 
offentlicht. 


Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs- 
vemeinschaft durchgefiihrt, der wir hierfiir zu Dank verpflichtet sind. 
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» 
‘ber die Wirkung oberflichenaktiver Verbindunge) 
auf Virusproteine. 
I, Mitteilung: 
Von 
E. Pfankuch und G. A. Kausche. 
(Aus der Biologischen Reichsanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, 
Berlin-Dahlem. ) 
(Eingegangen am 25, Februar 1942.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Gelegentlich von Versuchen zur Spaltung der Virusproteine iy 
Nucleinséure und Protein oder in ihre niedermolekularen Bausteine (| 
untersuchten wir auch die Einwirkung von Invertseifen. Spaltunge: 
in der gewiinschten Richtung fanden sich nicht, die Virusprotein 
verhielten sich also 4hnlich wie das sonst leicht spaltbare gelbe Ferment 
Ob die Ursache in beiden Fallen die gleiche ist — namlich die Binduny 
der Wirkgruppe an basische Gruppen des Proteins, die von den ebenfalls 
positiven Invertseifenionen nicht belegt werden —, mu vorlaufiy 
dahingestellt bleiben. Trotz des Ausbleibens der Virusspaltung fande: 
sich aber doch recht bedeutende Virusinaktivierungen, die zu eine: 
naheren Untersuchung aufforderten. 

Virusproteine (Tabakmosaik-Virus, X-Virus der Kartoffel) werden 
von Invertseifen gefallt, wie dies fiir eine Reihe negativ geladener 
Proteine von R. Kuhn und Bielig (2) erstmalig gezeigt wurde. Bei dei 
Virusproteinen ist es nun im Gegensatz zu den niedermolekulare: 
normalen Proteinen besonders leicht méglich, die der Fallung voran 
gehenden Stadien der Molekelaggregation experimentell zu erfasse1 
da die Riesenmolekiile der Virusproteine bereits in molekulardisperse: 
Lésung erhebliche Mengen Licht abbeugen: Triibungsmessungen ge. 
statten daher eine einfache und genaue Verfolgung der Aggregations 
vorgange. 

Wir haben nun diesen aggregierenden Wirkungen der [nvertseife 
ihre virusinaktivierenden Wirkungen gegeniibergestellt. Zur Unter- 
suchung gelangte das Tabakmosaik-Virus (TM-Virus) der iiblichen 
chemischen Darstellung (3), die Triitbungsmessungen wurden in de! 
bereits mehrfach beschriebenen Art ausgewertet (3,4). Die Virus 
aktivitat wurde durch Verimpfen auf Datura stramonium nach de 
Halbblattmethode quantitativ ermittelt. Folgende Invertseifen wurden 
gepriift : 

I. Octyl-dimethyl-benzyl-ammoniumcehlorid 
II. Decy}- 
III. Dodeeyl- 
IV. Tetradecyl- ,, 
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V. Hexadecyl-dimethy|-benzyl-ammoniwmnchlorid 
VI. Octadecyl- - 
VII. Octyl-benzyl-piperidiniumehlorid 
VIIT. Dodecyl- ,, 
IX. Hexadecy!-benzyl- : 
X. Dodeeyl-pyridiniumehlorid 
XI. Hexadecyl- ; 
XII. Dodecy!l-chinoliniumehlorid 
. Dodeey!-diéthyl-benzyl-ammoniumchlorid! 
". Dodecyl-di( B-oxathy])-benzyl-ammoniumehlorid 
XV. Dodecyl-athyl-piperidiniumchlorid 
XVI. Dodecy]-piperidinium-hydrochlorid 
XVII. Dodecyl-piperidinium-essigséure | 
XVIII. Solanin-jodmethylat 
XIX. Chinin-jodathylat 
XX. Zephirol (Handelspraparat ). 


Die Triibungsmessungen sind am selben Viruspraparat sehr gut 
reproduzierbar, der biologische Aktivitatstest wird dadurch erheblich 
beeintrachtigt, daB infolge des immer nur begrenzten Pflanzenmateria!s 
nicht alle Invertseifen gleichzeitig gepriift werden kennten, der Test 
aber andererseits sehr von dem physiologischen Zustand der Pflanzen 
abhangig ist. 

Tabelle I. Triibungsmessungen. 
m/20 Phosphatpuffer px = 7, Viruskonzentration 0,04%,, Messung 4 Stunden 


nach Ansatz. Die Tabelle gibt relative Triibungen, bezogen auf Viruslésung 
ohne Invertseife = 100. Fg. = Flockung bzw. Fallung. 





Substanz 1:1000 1:10000 1:20000 1:33000 1: 100000 : 200000 1:330000 1: 1000000 


106 100 
674 125 103 
Fg. 172 120 
Fg. ‘Fg. 
Fg. Fg. 
Fg. Fg. 
101 
Fg. 170 
Fg. Fg. 
18 113 
i Fg. Fg. 
XII Fg. 164 
XITT 674 120 
XIV Fg. 185 
XV 250 111 
XVI* 242 116 
XVII 103 100 
XVIII 112 100 
XIX 118** 109 
XX - - 
* Acetatpuffer Py = 5,6. ** 1: 2000, 


1 Nicht analytisch rein. 
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Tabelle Il. Virusinaktivierungen. 
Viruskonzentrationen etwa 10-7 g/cem. Blatthalftenmethode auf Datur:, 
stramonium. Die Tabelle gibt die Zahl der Einzelherde fiir die Lésung 
Virus + Invertseife, berechnet als Prozente der Zahl der Einzelherde |b. 

der unbehandelten Viruskontrollésung. 





Substanz 1: 1000 1: 10000 1: 100000 


I 13 125 85 
If 0 55 101 
Ill 0 4 130 
IV 0 2 109 
XIII 0 : 96 
V f 50 
VI 54 
XVII ) F 69 
XVIII 9 103 
Ill 9] 
Vil 
VIII 
IX 
XVI 
XIV 
V ) é y 1:1000000 96 
y 4 A ‘ 

XI 

XII 

XV . : 1:50000 101 

XxX : 1:50000 61; 1:300000 94 

XX 
Saponin IT 1:5000 21; 1:50000 54 

» i 1: 500 30; 1: 5000 50 

Eine Gegeniiberstellung der Tabellen I und II ergibt trotzdem 

eing enge Parallele zwischen Aggregation und Inaktivierung der Virus- 
molekiile. Sehr groB und deutlich ist der EinfluB der Kettenlange des 
Paraffinalkyls (I—VI, VII—IX, XII—XIII), weniger bedeutend und 
auch weniger deutlich ist der EinfluB der am Stickstoff haftenden 
Radikale bei gleichem Paraffinalkyl. Verbindungen. die nicht quartare 
Ammoniumsalze sind (XVI: tertiares Amin, XVII: Betain) fallen aus 
der durch die Triibungsmessungen gegebenen Reihenfolge heraus. 
Bemerkenswert ist weiter noch, daB die Empfindlichkeiten der beiden 


Methoden, der physikalischen Messung und des _biologischen Testes. 
ungefahr die gleichen sind, daB eher noch die physikalische Methode. 
weil genauer und exakt reproduzierbar, empfindlicher zu sein scheint. 

Priift man die aggregierende Wirkung derselben Invertseifen an 
normalen niedermolekularen Proteinen, so ergibt sich dieselbe Reihen- 
folge wie beim Virusprotein, nur daB die Absolutwerte dieser Messungen 
infolge der geringen Eigentriibung der reinen Proteinlésungen weniger 
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vuverlassig sind. Tabellen III und [V belegen dies und zeigen dariiber 
hinaus noch, da diese Proteine von etwa denselben Invertseifen- 
konzentrationen gefallt werden wie das Virusprotein. Die bisher ge- 
priiften Invertseifen sind also nicht virusspezifisch, wir haben aber 
jetzt in der vergleichenden Triibungsmessung an Virusproetein und 
normalem Protein ein Mittel in der Hand, um sowohl aus einer groBen 
Zahl von Invertseifen die wirksamsten herauszulesen, als, auch die 
wichtigere Frage der Synthese virusspezifischer Invertseifen experi- 
mentell in einfacher Weise zu priifen. 


Tabelle IIT. Triibungsmessungen. 


Proteinkonzentrationen 0,04%, sonstige Bedingungen wie Tabelle I. 





1:200 1:1000 1:3300 1:10900 1:33000 1: 100000 1: 500000 


Lactalbumin + VIII 500 1000 Fg. 290 ~ 100 

~ + IX 350 550 700 Fg. 1500 260 
Ovalbumin +1X 220 450 Fg. — 2500 240 
Tuberalbumin* +IX 1000** 4000 Fg. _ 270 


* Aus Kartoffelknollen. ** 1: 100. 


Tabelle IV. Triibungsmessungen. 


Serumglobulin 0,04%, sonstige Bedingungen wie Tabelle I. 





Substanz 1:1000 1: 2000 1: 3300 1: 10000 1: 33000 1:100000 1:200000 


I 190 100 

u Fg. z. P 144 100 

Ul Fg. z. 220 133 100 

IV Fg. 2 Fg. 220 120 

Vv Fg. ; Fg. 3000 155 

VII Fg. ‘g. 165 100 

IX Fg. Fg. 5000 155 100 
Xx Fg. ; 7000 131 100 


Fraglich bleibt, ob die Wirkungsweise der Invertseifen eine solche 
Spezifizierung méglich erscheinen laBt. Eine Analyse dieser Wirkungs- 
weise wird von der Tatsache ausgehen, daB die virusinaktivierende und 
aggregierende Wirkung der Invertseifen nickt der Oberflachenspannung 
ihrer Lésungen parallel geht, vg]. Tabelle V. Fiir die einfachen nackten 
Proteinmolekiile gilt also dasselbe wie fiir kompliziertere Organismen 
mit Zellmembranen, da sich Parallelen zwischen baktericider Wirkung 
der Invertseifen und der Oberflachenspannung auch nur gelegentlich 
fanden (5). Trotzdem ist aber die aggregierende Wirkung der Invert- 
seifen nicht die Ursache der Virusinaktivierung, sondern nur eine diese 
begiinstigende Begleiterscheinung. 

Kapillaraktive Verbindungen wie die Invertseife XVII und die 
elektroneutralen Saponine vermégen das Virusprotein in recht erheb- 
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lichem Mabe zu inaktivieren (vgl. Tabelle II), ohne jedoch, wie namen: 
lich die Saponine, seinen Dispersitatszustand im geringsten zu ander 
Es gentigt offenbar die Belegung des Virusmolekiils mit einer Frem« 
substanz, um es sozusagen zu isolieren, um seine identische Reproduktio: 
zu verhindern. Grundsatzlich ware hierzu jede extrem polar hydropho!) 
hydrophil gebaute Verbindung imstande. Erfolgt aber die Beleguny 
der Oberflache, wie bei den Invertseifen, durch kapillaraktive positiv. 
[onen, so wird die Ladung des negativen Proteinions vermindert uni 
damit allein schon seine Neigung zu Aggregation und Ausflockuny 

in inaktiver Form erhéht, ebens« 


pee BH WS | wie das bei der Ladungsverminde 
a = = rung bei Annaherung an den iso 
| elektrischen Punkt der Fall ist (6 

auBerdem werden hydrophile ioni- 

sierte Gruppen durch hydrophol 

Paraffinketten ersetzt. Das weiter 

Schicksal des Proteins hangt dani 

von der Léslichkeit und Disso- 

ziation des Protein-Invertseifen 

Salzes ab, also von konstitutiven 

Faktoren beider Komponenten, wo- 

mit wenigstens die Méglichkeit spe 

m/500 m/W00  -—-«zifischer Invertseifen gegeben ist 











Abb. 1. Aquivalentleitfaihigkeiten der Invert- . : en wee 
ston S85 cea Da eine geringe Léslichkeit 


dieses Protein-Invertseifen-Salzes 
insbesondere bei geringer Lonisation der Invertseifen vorhanden sein 
sollte, haben wir die molaren Leitfaihigkeiten einiger Invertseifen ge- 
messen. Die Tabelle VI bestatigt die Vermutungen, sinkende Leit- 
fahigkeiten gehen Hand in Hand mit steigenden aggregierenden Wir. 
kungen. Abb.1 zeigt tiberdies, daB die Leitfihigkeitsunterschiede 
tatsaichlich auf Unterschieden in den Dissoziationskonstanten beruhen 
und nicht nur auf Unterschieden in den Wanderungsgeschwindigkeiten 
der Kationen. DaB solche Unterschiede in den Dissoziationskonstanten 


Tabelle V. Oberflichenspannungen. 


Konzentrationen 0,194. Ring- bzw. BiigelabreiBmethode. 





Substanz dyn/em Substanz dyn/cm Substanz dyn/em 





Substanz dyn/cm 


H,O 7 Vv 40 XI 45 XIX 
I VII 68 XII 50 XX 
I VIL 48 XIII —-38_—«| Saponin I 
Ill IX 41 XIV 37 


” 


IV X 63 XVI 44 Ill 














Wirkung oberflachenaktiver Verbindungen auf Virusproteine. 1. 


Tabelle V1. Leitfahigkeiten. 
Konzentrationen m/50, t = 18°. 





Substanz b. 10° Substanz k-105 Substanz k- 105 Substanz r 10° 


I 153 VII 141 XI 56 
il 151 X 59 XIV 84 
III 117 35 x 129 


unter anderem auch durch Assoziationen der Kationen bedingt sein 
kénnen, sei nur nebenbei bemerkt. 

Jedenfalls geht die Einwirkung der Invertseifen auf das als typisches 
Muster benutzte TM-Virusmolekiil nicht tiber eine einfache Salzbildung 
hinaus, sie ist daher leicht reversibel unter Beibehaltung der physikali- 
schen, chemischen und biologischen Figenschaften des Proteins. 

Schon durch mehrfaches Waschen mit Wasser oder Pufferlésungen und 
Auszentrifugieren des Virusproteins gelingt die Zerlegung des Salzkomplexes, 
schneller durch Steigerung der Wasserstoffionen-Konzentration iiber den 
isoelektrischen Punkt des Proteins hinaus. Besonders einfach gelingt die 
Zerlegung bei Verwendung von Aminsalzen statt der Ammoniumsalze: 
40cem Viruslésung (m/20-Acetatpuffer py = 5,6) wurden mit 10cem 
Invertseife XVI 0,2% gefallt. Das Sediment wurde in Phosphatpuffer 
pu = 8 mit Chloroform geschiittelt. Nach dem Abzentrifugieren des 
Chloroforms enthielt die wasserige Lésung 70 bis 80°, des aktiven Virus- 
proteins in molekulardisperser Lésung. 

Nur bei einer Reihe niedermolekularer Proteine geht die Ein- 
wirkung der Invertseifen weiter, die Proteinfallungen lésen sich bei 
hohen Invertseifenkonzentrationen wieder auf. Wie Tabelle LIL zeigt, 
scheint es sich hier um eine allgemeine Eigenschaft der Albumine zu 
handeln. Elektrophoretische Messungen gaben die Erklarung fiir dieses 
Verhalten. Die Proteine werden, vermutlich durch Adsorption von 
Invertseifen-Kationen, bis zu recht erheblichen Ladungsbetragen 
umgeladen. 

Literatur. 

1) EB. Pfankuch, diese Zeitschr. 306, 125, 1940. 2) R. Kuhn u. Bielig, 
Ber. chem. Ges. 73, 1080, 1940. 3) BE. Pfankuch u. G. A. Kausche, diese 
Zeitschr. 299, 334, 1938. — 4) E. Pfankuch, ebenda 303, 342, 1940. — 
5) R. Kuhn u. Dann, Ber. chem. Ges. 73, 1093, 1940; R. Kuhn, Jerchel u. 
Westphal, ebenda 73, 1097, 1940. 6) G. Schramm u. H. Miiller, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 266, 46, 1940; E. Pfankuch, diese Zeitschr. 303, 342, 1940. 














Uber die quantitative Bestimmung 
von Furfurol, Pentosen und Pentosanen. 
Ill. Mitteilung: 
Bestimmung von Methyl- und Oxymethylfurfurol. 
Von 
G. Jayme und P. Sarten. 
(8. Mitteilung aus dem Institut fiir Zellstoff- und Papierchemie, Forschung. 
institut des Vierjahresplanes, an der Technischen Hochschule Darmstadt 
(Eingegangen am 30. Januar 1942.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In der vorausgegangenen II. Mitteilung! sind die Fehlerquellen 
bei der Bestimmung und Bildung des Furfurols auf Grund des vor- 
handenen Schrifttums kritisch diskutiert und Bedingungen zur quanti. 
tativen Bestimmung reinen Furfurols in Lésung experimentell fest- 
gelegt worden. Die nun folgenden Untersuchungen beschaftigen sic! 
mit der Frage der Bestimmung von Methyl- und Oxymethylfurfurol 
die bei der Destillation pflanzlicher Stoffe mit verdiinnter Salzsaure 
als Begleiter des Furfurols im Destillat auftreten kénnen; Methy!- 
furfurol entsteht dabei in analoger Weise wie Furfurol selbst aus Methy!- 
pentosen und Oxymethylfurfurol aus Hexosanen, die in pflanzlichen 
Zellwanden meist in gr6Berer Menge als die Pentosane vorhanden sind 


A. Oxymethylfurfurol. 


In der Literatur finden sich zahlreiche Hinweise, daB bei der 
Fallung von Furfurol in geeigneter Verdiinnung mit Barbitursaure 
Oxymethylfurfurol nicht mitgefallt werde, dies jedoch bei der An- 
wendung von Thiobarbitursaéure der Fall sei. 

Zunichst wurden nun gréBere Mengen von Oxymethylfurfurol 
hergestellt. 

Nach Kiermayer® soll dies durch Erhitzen von 30% iger wasserige: 
Rohrzuckerlésung mit 0,3°%iger Oxalséure waihrend 3 Stunden auf 3 atii 
gelingen. Die erhaltene Reaktionsfliissigkeit ist, wie Kiermayer angibt, 
schwarz gefarbt und enthalt reichliche Mengen ausgeschiedener Kohle 
Durch Zugabe von CaCO, wurde neutralisiert und mit basischem, essig- 
saurem Blei ein GroBteil der Verunreinigungen gefaiJlt. Wurde nun mit 
Essigester oder Diaithylather extrahiert, so erhielt man einen schwarz 
gefirbten Auszug, aus dem jedoch das Oxymethylfurfurol weder durch 


ig. Jayme u. P. Sarten, diese Zeitschr. 310, 1, 1941. — *? Kiermayer. 
Chem. Ztg. 19, 1004, 1895. 
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fraktionierte Ausfallung*s noch durch Vakuumdestillation rein erhalten 
werden konnte. 

Wir gingen deshalb anders als Kiermayer vor und erhitzten Rohr- 
zucker mit 0,3°,iger Oxalsiure 3 Stunden auf 133°C in einem Auto 
klaven und destillierten das gebildete Oxymethylfurfurol mit dem 
iibergehenden Wasserdampf unmittelbar ab. Das so erhaltene, Destillat 
war vollkommen /farblos und wasserklar und zeigte den typischen Geruch 
des Oxymethylfurfurols. Um nun bei der folgenden Extraktion mit 
Ather eine Umlagerung gréBerer Mengen des Aldehyds zu Lavulinsaure 
zu vermeiden, wurde zur Abstumpfung vorhandener Sauren Bleicarbonat 


zugesetzt. Da das Oxymethylfurfurol in Ather weniger leicht léslich 


ist als in Wasser, nahm die erschépfende Extraktion etwas langere 
Zeit in Anspruch. Aus dem vom Ather befreiten und im Vakuum iiber 
Schwefe!siure und P,O,; getrockneten Extrakt wurde durch Auffiillen 
im MeBkolben eine konzentrierte wasserige, etwa 0,15 °,ige Lésung her- 
gestellt, die hell rétlichgelb gefarbt war. Ein aliquoter Teil dieser 
Lésung wurde nun nach Fak mit Bromid-Bromat unter Einhaltung der 
VorsichtsmaBregelIn (UberschuBkontrolle) (siehe LI. Mitteilung) titriert, 
einmal bei gew6hnlicher Temperatur und dann bei 14° C!; ein weiterer 
wurde nach den Angaben von Plétz2 mit der doppelten Bromatmenge 
bei Zimmertemperatur ohne Katalysator und einer Oxydationsdauer 
von | Stunde unter LichtausschluB titriert; schlieBblich wurde mit 
Barbitursaure und mit Thiobarbitursiure, und zwar in derselben und 
der halben Oxymethylfurfurolkonzentration gefallt. Letzterer Versuch 
sollte etwas iiber die Léslichkeit des Niederschlages aussagen. In der 
vorstehenden Tabelle I sind die Versuchsergebnisse wiedergegeben. 


Tabelle I. Titration und Faéllung von Oxymethylfurfurol. 





Versuch vo) 
Nr. 


g Oxymethyl- 


Methode Bedingungen furfurol gef.3 der Theorie 


Titration nach FAK Raumtemperatur 04725 125,00 

” ” 14°C 0,3780 100,00 

Pl6tz 2fache Bromat- 0,607 160,00 

menge, 1 Std. bzw. 80,00 

Fallung mit Barbitursiure 6fache Menge 0,00951 2,52 
13 %ige HCl 

Fallung mit Thiobarbitur- | 2fache Menge 0,3770 99,74 
sdure 13 %ige HCl 

Fallung mit Thiobarbitur- 2fache Menge 0.3650 96,56 
siure in halber Kon- 13 %ige HCl 

zentration 


” 


‘ Urspriinglich salzsiurefreie Furfurollésungen ergaben bei einer Oxy- 
dationstemperatur von etwa 14°C quantitative Werte. Siehe hierzu 
Tabelle I. — 2 Miindliche Mitteilung von Herrn Dr. Plétz, Heidelberg. 

3 Berechnet auf 250 cem Ausgangslésung. 
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Da das Oxymethylfurfurol nicht im gereinigten Zustande vorla 
stand vor Beginn der Analysen die tatsichlich vorhandene Menge 


Aldehyds nicht fest. Eine genaue Untersuchung von reinem Oxymeth\ 


furfurol, das durch Hochvakuumdestillation unter fliissiger Luftkiihlui. 
erhalten werden soll, wird zu gegebener Zeit vorgenommen werde: 
Die hier wiedergegebenen Werte sind deshalb nur als vorlaufige 7); 
betrachten. 

Da sich nun aber ahnlich wie bei den Bestimmungen des reine) 
Furfurols eine sehr gute Ubereinstimmung der Oxymethylfurfurolwert. 
die durch Titration mit Bromid-Bromatlésung bei 149°C und durch 
Fallung mit Thiobarbitursaure erhalten wurden, ergab, wurde erstere 
der Ausbeuteberechnung zugrunde gelegt. Die Titration wurde jy 
0.213n salzsaurer Lésung mit je 50ccm Oxymethylfurfurollésun, 
unter Zugabe ven Ammoniummolybdat als Katalysator unter Ten- 
peratur- und Uberschu8kontrolle ausgefiihrt. 

Durch Titration bei Zimmertemperatur erfuhr der Oxymethy)- 
furfurolwert eine wesentlich starkere Erhéhung als unter gleichen 
Versuchsbedingungen bei Furfurol festgestellt wurde. Oxymeth,/!. 
furfurol ist also gegen oxydativen EinfluB empfindlicher als Furfuro! 
so daB seine Anwesenheit den Furfurolwert bei der Titration bei Zimme: 
temperatur nicht nur entsprechend seiner vorhandenen Menge, sonderi 
dariiber hinaus noch um 25°, erhéht. Wurde nach Plétz bei Zimme: 
temperatur in 0,213 n salzsaurer Lésung mit doppeltem Bromateinsat7 
ohne Katalysator und einer Oxydationsdauer von 1 Stunde im Dunke!) 
gearbeitet, so betrug die gefundene Oxymethy'furfurolmenge 160 ' 
wenn ein Verbrauch von 2 Atomen Brom je Mol Furfurol, und 80 ' 
wenn ein solcher von 4 Atomen Brom je Mol Furfurol zugrunde gelev' 
wird, 

_ Besonders aufschluBreich waren die Ergebnisse bei der Fallunz 
mit Barbitursédure. Unmittelbar nach der Barbiturséurezugabe farbt: 
sich die Lésung unter baldiger Tritbung rotbraun. Wir lieBen sie itbe: 
Nacht im Eisschrank stehen, da dies die Filtrierbarkeit erhéht, uni 
filtrierten nach gutem Rithren durch eine Jenaer Glasfritte G3. Di 
Trocknung erfolgte bei 105° bis zur Gewichtskonstanz. Die Niederschlag- 
menge war gering, entsprach 0,00951 g Oxymethylfurfurol, bezoge: 
auf die Ausgangslésung, oder, gemessen an dem Titrationswert b: 
149 C, 252°, der Theorie. Demnach wird durch die Barbitursaure nu: 
ein geringer Anteil des Oxymethylfurfurols, wenn es allein vorliegt 
gefallt. Da der Barbiturséureniederschlag reinen Furfurols zitronen 
gelb gefarbt ist, derjenige von Oxymethylfurfurol rotbraun und dir 
Fallungen aus Destillaten pflanzlicher Zellwande, die Hexosane neben 
Pentosanen enthalten, durchwegs schmutzig-gelbgriine, rotbraune ode1 
erdfarbene Farbung aufweisen, die sich vermutlich nicht allein durch 
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die Fallung sehr geringer Mengen Oxymethylfurfurol erklaren ]aBt, muB 
angenommen werden, daB die Barbitursdure bei der Fallung von 
Furfurol gewisse Mengen von Oxymethylfurfuralbarbitursdure mitreipt, 
ilso bei der Bestimmung von Pentosen neben Hexosen keine ganz 
einwandfreien Ergebnisse liefert. 

Thiobarbitursdure dagegen fallt Oxymethylfurfurol in gewisser 
Konzentration quantitativ. Der Niederschlag ist, wie die Barbitursaure- 
fillung, braunrot gefarbt und wird wie dort zu den Farbungen der 
Fallungen in Salzsauredestillaten AnlaB geben. Wurde die Thiobarbitur- 
siurefallung in der halben Oxymethylfurfurolkonzentration ausgefiihrt, 
so sank die erhaltene Ausbeute etwas ab. Erst wenn die Konzen- 
tration noch weiter erniedrigt wurde, sank die Ausbeute noch starker 
ab. Ein derartiges Abfallen wurde auch bei den Furfuralthiobarbitur- 
siurefallungen beobachtet. Thiobarbiturséure ist demnach zweifellos 
zur quantitativen Erfassung des Oxymethylfurfurols selbst geeignet. 

Obige Ergebnisse zeigen einen Weg zur Bestimmung von Oxymethyl- 
turfurol neben Furfurol, der, obwohi nicht ganz einwandfrei, doch 
bessere Anhaltspunkte ergeben sollte als die bisher vorgeschlagenen, 
Das Gemisch beider Aldehyde, in dem Furfurol im allgemeinen bei 
weitem vorwiegt, wird bei einer Gesamtkonzentration von nicht iiber 
0.15% einmal mit Barbitursiure und dann mit Thiobarbitursdure 
gefallt. Die Differenz der Niederschlige, als Oxymethylfurfura!thio- 
barbitursaure berechnet, gibt die Windestmenge vorhandenen Oxymethyl- 
furfurols an. 


Fdllung von Oxymethylfurfurol mit T hiobarbitursdure. 


AuBer den beiden Versuchen 5 und 6 wurden noch zwei Fallungen 
ausgefiihrt, die gemeinsam in der Tabelle II wiedergegeben sind. Die 
Fallung wurde in 13 %iger salzsaurer Lésung mit der zweifachen Menge 
Thiobarbiturséure, auf Oxymethylfurfurol gerechnet, ausgefiihrt. 


200 cem kaltes Waschwasser wurden verwandt. 


Tabelle IT. 
Fallung von Oxymethylfurfurol mit Thiobarbitursaure. 





Konzentration des Einwaage berechnet Oxymethylfurfurol 
Oxymethylfurfurols Auswaage auf den Titrations- gefunden in % 
bei der Fallung wert bei 14° C der Theorie 


% g g 


0,015 12 0,150 82 0,075 60 99,74 
0,007 56 0,073 00 0,037 80 96,56 
0,005 04 0,044 99 0,025 20 89,26 
0,003 78 0,031 06 0,018 90 82,00 


Aus der graphischen Darstellung der Werte der Tabelle IL lassen 
sich folgende Korrekturfaktoren entnehmen (Tabelle IIL): 
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Tabelle ITI. 
Korrekturfaktoren fiir Oxymethylfurfuralthiobarbitursaur: 


Bedingungen. Doppelte Menge Thiobarbitursaure, gelést in 13% iger Sa 
siure; Gesamtfliissigkeitsmenge 500 ccm; 20°C; 24 Stunden; Waschwas- 
200 cem, 





Gefundene i Gefundene ’ 
Menge Nieder- Korrektur- Menge Nieder- Korrektur- 
faktor schlag faktor 


4q 4 { 


1,0005 0,06 1,0593 
1,0040 0,04 1.1490 
1,0081 0,02 1,5000 
1,0148 
1,0257 





Zur Berechnung des Oxymethylfurfurols kann folgende Formel diene: 
a+ 0,49 995 - m - 100 - 100 
e-T : 


a = Auswaage, Niederschlag in g, é = Einwaage, Substanz in 
T = Trockengehalt der Substanz in °%, ¢ = Korrekturfaktor. 


°,, Oxymethylfurfurol = 


Mol.-Gew. Oxymethylfurfuralthiobarbitursaure: 252,241 
Mol.-Gew. Oxymethylfurfurol : 126,109 
126,109 


= 049995. 
252,241 40995 


B. Methylfurfurol. 


Marshall und Norris! destillierten Rhamnose mit kochsalzhaltige 
Salzsiure und versuchten das dabei entstehende, ins Destillat iiber- 
gehende Methylfurfurol zu bestimmen. Dabei fanden sie, daB die bei 
der Titration nach Kullgren und Tyden mit Bromid-Bromatlésuny 
erhaltenen Werte selbst bei konstanter HCl-Konzentration von 0,5! 
und konstanter Temperatur von 18°C auBerst stark von der Konzen 
tration des Aldehyds abhangig waren, so daB je nach den Konzen 
trationsverhaltnissen zwischen 3,11 und 5,78 Atome Brom verbraucht 
wurden. Sie empfehlen infolgedessen, die Titrationswerte mit Hilfe 
einer vorher festgelegten Kurve auszuwerten. Auch die Fallung mit 
2-4-Dinitrophenylhydrazin ergab zu hohe Werte, verursacht durch sic): 
bei der Destillation der Rhamnose ebenfalls bildendes Aceton. Da 
gegen konnten mit Thiobarbitursiure und Phloroglucin brauchbare 
Werte erhalten werden. Sie teilen die in Tabelle IV wiedergegebene: 
Werte mit. 


1 ©, R. Marshall u. F. W. Norris, Biochem. J. 31, 1289, 1937; Ret 
Chem. Centralbl. 1938, IT, 1093. 
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Tabelle IV. 


Bestimmung des Methylfurfurols nach verschiedenen Methoden 
(nach Marshall und Norris). 





A B 


Methylfurfurol in °, der Theorie 
Methode 
aus Rhamnose aus Methylfurfurol 
durch der H Cl-Destillation 
HCcl-Destillation unterworfen 


Barbitursaure 54,5 65,1 
Thiobarbitursaure 59.7 13.4 
Phloroglucin 64,0 69,4 
Kullgren und Tyden 70,3 79,3 
Powell und Whittaker 73.0 17.4 
2-4-Dinitrophenylhydrazin 75,0 75,9 


Hiernach verlauft die Umsetzung von Rhamnose zu Methy!furfurol 
bei der Salzsauredestillation nicht quantitativ: es war deshalb zunachst 
wesentlich, Methylfurfurol in geniigender Menge und Reinheit dar- 
zustellen. 

Darstellung des Methylfurfurols. 


Da wir, wie spater genauer ausgefiihrt werden wird, gefunden 
haben (I. c.), daB Bromwasserstoffsiure in vorziiglicher Weise zur Um- 


wandlung von Pentosen in Furfurol geeignet ist, wandten wir dieses 
Mittel auch zur Darstellung von Methylfurfurol an. 


Als Ausgangsmaterial diente kristallisierte Rhamnose (Isodulcit). Von 
dieser wurde eine 1% ige Lésung hergestellt. In den Reaktionskolben einer 
mit Schliffen versehenen Apparatur zur Furfurolbestimmung (vgl. I. Mit- 
teilung!) wurden 75 cem dieser Lésung eingefiillt und durch Zugabe von 
75cem 40% iger Bromwasserstoffsaure eine 23 Gew.-°,ige HBr (Gesamt- 
volumen 150 cem) hergestellt. Nun wurden 50 ccm abdestilliert, Dauer 
15 Minuten, und durch Zugabe von 50 cem Wasser erganzt. Nach Ab- 
destillieren von 150 bis 200 eem wurde an Stelle von destilliertem Wasser 
weitere Rhamnoselésung zugegeben, weiterdestilliert und so, ohne dab 
irgendwelche Verkohlung des Zuckers eintrat, eine beliebige Menge Methy}- 
furfuro!l hergestellt. Das wasserklare, farblose Destillat wurde nun mit 
Ather extrahiert, die Atherextrakte gesammelt, konzentriert und mit 
Chlorcalcium und Natriumsulfat getrocknet. Dann wurde filtriert, die 
Hauptmenge des Athers abdestilliert und der hellgelbe élige Riickstand, 
der etwa 60° der insgesamt angewandten RKhamnose ausmachte, im 
Exsikkator iiber Schwefelséure bei sehr gutem Vakuum von den letzten 
Spuren Athers und etwa gebildeten Acetons befreit. Bei starker Abkiihlung 
kristallisierte das Ol zu einer farblosen Masse, die aber bei Zimmer- 
temperatur wieder schmolz. Aus diesem Methylfurfurol wurde eine 0,5°% ige 
Lésung in Wasser hergestellt, die fiir die folgenden Versuche verwandt 
wurde. 


1 G. Jayme u. P. Sarten, diese Zeitschr. 308, 109, 1941. 
6* 
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Untersuchung tiber die quantitative Bestimmung des Methylfurfurols. 


Zunachst wurden an je 50 ccm Methylfurfurollésung mit n 20 
KBrQg in 0,213 n salzsaurerLésung unter Zugabe von Ammonium 
molybdat als Katalysator bei einer Oxydationsdauer von 4 Minute: 
Titrationen ausgefiihrt, bei denen beachtet wurde, da die eingesetzt. 
Bromatmenge nicht zu groB gewahlt wurde, so daB zur Riicktitration 
wie bei der Furfurolbestimmung 5 bis 10 cem n 20 Thiosulfat verbraucht 
wurden. Die so bei Zimmertemperatur erhaltenen Werte (jedesma| 
vier Parallelbestimmungen) stimmten vorziiglich untereinander iiberein 
so daB es also gelingt, bei Konstanz von Temperatur, Oxydationsdauer 
und Uberschu8 den Oxydationsvorgang gleichmaBig zu gestalten 
AuBer bei Zimmertemperatur wurden noch Titrationen bei 149°C aus 
gefiihrt, sowie solche mit der doppelten Bromatmenge, Dauer 1 Stunde 
im Dunkeln. Die Ergebnisse finden sich in Tabelle V. 


Tabelle V. Titration von Methylfurfurol mit Bromat. 





Methylfurfurol in ° 


Nr. Art der Titration der Einwasee 
1 Oe ET a Neer Aa roe 145,03 
2 Pe TT pede eek a eas SKERRY + Reese 144,30 
3 Im Dunkeln, Oxydationsdauer 1 Std., doppelter 
SIE oe eat a vain sa nee 164,60 


Aus diesen Werten ersieht man, daB die Oxydation von Methyl- 
furfurol nach Verbrauch von 2 Atomen Brom pro Mol Aldehyd nicht 
haltmacht, sondern bis zu einem durch die jeweils angewandten Be- 
dingungen bestimmten Wert fortschreitet. Bei Zimmertemperatur 
betragt der Verbrauch etwa 3 Atome Brom je Mol Aldehyd. 


Es bestiinde somit die Méglichkeit, durch Umrechnung derTitrations- 
werte fiir die Titration bei 149°C (Multiplikation der Methylfurfurol- 
werte mit dem Faktor 0,6075) den tatsichlichen Methylfurfurolwert 
zu ermitteln. Da infolge der hiermit gegebenen Unsicherheit die Be- 
stimmung des Aldehyds durch Titration nicht besonders empfehlens- 
wert ist, wurde die Moéglichkeit der Fallung von Methylfurfurol mit 
Barbitur- und Thiobarbitursdure untersucht. 


Fallung von Methylfurfurol mit Barbitursdure. 


Die Fallung wurde mit 1%iger Barbiturséurelésung in 13 %iger 
Salzsdure in sechsfacher Menge, bezogen auf Methylfurfurol, ausgefiihrt 
(Konzentration der Salzsiure bei der Fallung ebenfalls 13°). Die 
xesamtmenge der ¥liissigkeit betrug 500 cem; 209 cem Waschwasser 
wurden angewandt. Der Niederschlag war kristallin und leicht filtrierbar. 
Zur Filtration wurde ein G 2-Filtriertiegel verwandt ; der Niederschlag 
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wurde bei 105° getrocknet: er war rein zitronengelb gefarbt und von 
Furfuralbarbiturséure nicht zu unterscheiden. Die Ergebnisse sind 
in der folgenden Tabelle VI zusammengestellt. 


Tabelle VI. Fallung von Methylfurfurol mit Barbitursaure. 





Methylfurfurol- Methylfuriurol 


Versuch Einwaage konzentration wiedergefunden 
Nr. zg % % 
1 0,01 0,002 8,96 
2 0,05 0,010 46,01 
3 0,10 0,020 58,63 
+ 0,20 0,040 61,81 


Aus diesen Werten ergibt sich, dab die Barhitursdure zur quanti- 
tativen Bestimmung von Methylfurfurol wenig geeignet ist Aus Abb. 1. 
in der auch die Verhaltnisse bei der Fallung mit Thiobarbitursaéure 
dargestellt sind ist zu ersehen, daB auch bei weiterem Anstieg der 
Methylfurfurolkonzentration keine nennenswerte Erhéhung der Methyl- 
furfuralbarbitursdurefallung in bezug auf die Theorie zu erwarten sein 
kann, 

Fdllung von Methylfurfurol mit Thiobarbitursdure. 


Zur Fallung mit Thiobarbitursiure wurde eine 0,5°,ige Thio- 
barbiturséurelésung in 13°%iger Salzsiure, enthaltend die zweifache 
Menge Fallungsmittel, auf vorhandenes Methylfurfurol gerechnet, 
verwandt. Die Gesamtmenge der Fliissigkeit betrug 500 cem und das 
Waschwasser 200 ccm. Der Niederschlag war ebenso goldgelb wie 
reine Furfuralthiobarbitursdure gefarbt, kristallin und leicht filtrierbar 
Zur Filtration diente ein G 2-Glasfiltertiegel. Trocknung bei 105°C. 
(Uber diese Ergebnisse unterrichtet Tabelle VIT.) 


Tabelle VII. 
Fallung von Methylfurfurol mit Thiobarbitursaure. 





Methylfurfurcl- Methylfurfurol 


Versuch Einwaage konzentration wiedergefunden 
Nr. g % % 
1 0,005 0,001 44,38 
2 0,010 0,002 63,86 
3 0,030 0,006 68,20 
4 0,050 0,010 68,94 
5 0,100 0,020 71,16 


Auch die Thiobarbitursdure ist demnach nicht imstande, Methyl- 
furfurol quantitativ zu fallen. Die von uns fiir die Fallung mit Thio- 
und Barbitursiure gefundenen Werte liegen in demselben Gebiet wie 
die Angaben von Marshall und Norris, deren Feststellungen wir mithin 
bestatigen kénnen (vgl. Abb. 1). 
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Eine gréBere Menge des Fallungsmittels anzuwenden, ist, wie ai 
den mit Furfurollésungen ausgefiibrten Versuchen hervorging, nic!) 
ratsam, da durch MitreiBen des Fallungsmittels héhere Werte vo: 
getauscht werden kénnen. AuBerdem ist eine 0,5°,ige Thiobarbitu: 
saurelésung nur kurze Zeit haltbar und triibt sich bereits nach wenige: 
Tagen. 


Da bei der Fallung mit Thiobarbitursdéure jedoch bei gleicher 
Methylfurfurolkonzentration gut iibereinstimmende Werte und héhere 
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Abb. 1. Fallung von Methyifurfurol mit Barbitur- und Thiobarbitursiure. 


Ausbeuten als mit Barbitursaéure erhalten wurden, empfiehlt es sich. 


diese Methode der quantitativen Bestimmung des Aldehyds zugrunde 
zu legen und die erhaltenen Niederschlage je nach ihrer Menge mit Hilfe 


von Korrekturfaktoren auf die theoretischen Werte umzurechnen. In 
der folgenden Tabelle VIII sind diese Faktoren fiir eine Reihe von 
Konzentrationen angegeben. 


Tabelle VIII. Korrekturfaktoren fiir die Fallung von Methy!- 
furfurol mit Thiobarbitursaure. 


Bedingungen. 13% ige Salzsiure; 500 ccm; zweifache Menge Fallungsmittel : 


200 cem Waschwasser. 





' Auswaage | Auswaage Auswaage 

Methylfurfural-| x orrektur- | Methylfurfural- x orre . | Methylfurfural- tur- 

thiobarbitur- | “oye” | thiobarbitur- Sorektur- | “tnicberbitur- ‘orektur 
sdure siiure siiure 


g g 4 4 


0,08 1,439 ‘ | 1,415 
0,09 1,433 0,1: 1,408 
0,10 1,427 
; 0,11 1,421 








Die Berechnung des Methylfurfurols erfolgt nach folgender Forme! 
a-0,4661 - m- 100-100 
e-T ‘ 
a = Auswaage, Niederschlag in g, e = Einwaage, Substanz 
T = Trockengehalt der Subsianz in %%, g = Korrekturfaktor. 
Mol.-Gew. Methylfurfuralthiobarbitursaure: 236,241 
Mol.-Gew. Methylfurfurol : 110,09 


110,09 te 
== @ 
236,241 sauzecs 


°,, Methylfurfurol = 
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Bestimmung von Furfurol neben Methylfurfurol. 


Die bei der Titration von Methylfurfurol erhaltenen Werte (etwa 
145° d.Th.) lassen keinen Zweifel dariiber, daB bei der Oxydation 
methylfurfurolhaltiger Furfurollésungen das Methvlfurfurol miterfaBt 
wird und somit diese Methode zur getrennten Erfassung der Aldehyde 
ausscheidet. 

Die in Tabelle VI wiedergegebenen Werte fiir die Fallung von 
Methylfurfurol mit Barbiturséure zeigen jedoch einen Weg. der sehr 
wahrscheinlich die Bestimmung des Furfurols neben Methylfurfurol 
erméglicht. Da Furfurol durch Barbiturséiure im Konzentrationsgebiet 
von 0,01 bis 0,1°% genau bestimmt werden kann und dasselbe Fallungs- 
mittel aus Methylfurfurollésungen sehr niedriger Konzentration nur 
geringe Anteile ausfallt, so muB bei der Fallung in einer Lésung, deren 
Konzentration etwa 0,01°, Gesamtaldehyd betraigt, praktisch nur 
Furfurol gefallt werden, falls kein Methylfurfurol mitgerissen wird. 
Diese Méglichkeit scheint uns um so mehr gegeben, als der Anteil von 
Methylfurfurol, auf Furfurol bezogen, im allgemeinen klein sein wird. 
Man kann folgende Rechnung anstellen: 

Geht man von einer Lésung, enthaltend 0,012°, Furfurol und 
Methylfurfurol, aus und betragt der Anteil des Methylfurfurols 20°, 
auf Furfurol gerechnet, so betragt darin die Konzentration des Furfurols 
0,010 % und die des Methylfurfurols 0.002%. Barbitursdure fallt das 
Furfurol bei dieser Kenzentration in einer Ausbeute von 91,03°,, 
das Methylfurfurol dagegen nur in einer solchen von 8,96°%,. Der durch 
die Anwesenheit von Methylfurfuralbarbitursiéure verursachte Fehler 
liegt also, auf Furfurol gerechnet, unter 2%. Sind jedoch weniger 
als 20°, Methylfurfurol, auf Furfurol gerechnet, vorhanden, was bei 
der Analyse pflanzlicher Zellwinde im allgemeinen der Fall sein wird, 
so nimmt der Fehler noch geringere Ausmafe an. 


Will man auch das Methylfurfurol bestimmen, so bietet sich fol- 
gender Weg: Man miifBte von Methylfurfurol-Furfurolgemischen zwei 
Fallungen ausfiihren: eine mit Barbiturséure in 0,012°, Gesamt- 
aldehydkonzentration, die praktisch nur das Furfurol ergibt, und eine 
mit Thiobarbiturséure, wobei die dem Furfurol entsprechende Furfural- 
thiobarbitursiure abgerechnet wiirde und der Rest durch Multiplikation 
mit dem Faktor der Methylfurfuralthiobarbiturséure das vorhandene 
Methylfurfurol ergabe. 

Ein zweiter Weg ware die Bestimmung des S- und N-Gehalts in 
der Thiobarbitursdurefaillung nach Dox und Plaisance. Da die S-Be- 
stimmung nach Carius exaktere Werte liefert als die N-Bestimmung, 
kénnte von letzterer abgesehen werden. Aus dem Schwefelgehalt 
lieBe sich mit Hilfe einer graphischen Darstellung oder Formel der Antei! 
Furfurol bzw, Methylfurfurol an der Gesamtmenge der beiden Aldehyde 
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ermittelIn und damit die Mengen der jeweiligen Fallungen mit Thi: 
barbiturséure. Aus diesen kénnten dann unter Anwendung der von 
uns gefundenen Korrekturfaktoren die wahren Mengen von Furfuro! 
und Methylfurfurol berechnet werden. 
Beide angegebenen Wege sollen auf ihre Brauchbarkeit hin gepriif 
werden. 
Zusammenfassung. 


Oxymethyljurfurol kann durch Titration mit Bromid-Bromatlésuny 
bei 14°C und mit Uberschu8kontrolle quantitativ bestimmt werden 
Bei nur wenig héherer Temperatur findet jedoch eine sehr ausgeprigtc 
Steigerung des Verbrauchs an Oxydationsmitteln statt, so daB fiir genauc 
Bestimmungen die Fallungsmethode vorzuziehen ist. 

Barbitursaure fallt geringe Mengen von Oxymethylfurfurol (2,52 °, ). 
Thiobarbitursiure jedoch in einem gewissen Konzentrationsbereich 
quantitativ. Die Korrekturfaktoren fiir die Léslichkeit von Oxymethy!- 
furfural-thiobarbiturséure innerhalb eines zur Bestimmung geeigneten 
Konzentrationsbereiches werden festgelegt. Diese Ergebnisse zeigen 
einen Weg zur Bestimmung von Oxymethylfurfurol und Furfuro! 
nebeneinander, dessen Gangbarkeit noch zu priifen ist. Er besteht darin, 
da das Aldehydgemisch einmal mit Barbitur- und einmal mit Thio- 
barbitursaure gefallt wird. Die Differenz der Niederschlage sollte dic 
Mindestmenge an vorhandenem Oxymethylfurfurol anzeigen. 

Die titrimetrische Bestimmung von Methylfurfurol, das sich leicht 
mittels Bromwasserstoffsaiure aus Rhamnose herstellen laBt, mit Bromid- 
Bromatlésung liefert bei Temperatur- und UberschuBkontrolle zwar 
iibereinstimmende Werte, die jedoch keinem stéchiometrisch genau 
definierbaren Oxydationsmittelverbrauch entsprechen. Weder Barbitur- 
noch Thiobarbitursiure vermégen Methylfurfurol quantitativ zu fallen 
Da letztere jedoch die héheren Ausbeuten (bis zu 71,16°% d. Th.) 
ergibt, ist sie als Fallungsmittel vorzuziehen. Die Korrekturfaktoren 
fiir Methylfurfuralthiobarbitursiure innerhalb eines geeigneten Kon- 
zentrationsbereichs werden festgelegt. Da aus Lésungen bestimmten 
Verdiinnungsgrades Barbitursiure Furfurol noch nahezu quantitativ, 
Methylfurfurol nur in kleinen Anteilen fallt, scheint hiermit ein Wey 
zur Bestimmung von Furfurol neben Methylfurfurol gegeben zu sein. 
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Uber Phosphatausscheidung und Permeabilitiit 
der getrockneten Biickerhete. 
Von 
Knut Brandt. 
(Aus dem Wenner-Gren-Institut fiir experimentelle Biologie der 
Universitat Stockholm. ) 
(Eingegangen am 16, Februar 1942.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Beim Trocknen werden die Eigenschaften der Hefe durchgreifend 
verandert und wahrend desselben sowie beim Aufbewahren der Pref- 
hefe werden grobe Mengen Eigensubstrat, wie Glykogen und Trehalose, 
verbraucht. Trotzdem werden in Suspensionen von mabig alten Trocken- 
hefen eine relativ starke Eigenatmung und eine ebenfalls kraftige 
Kigengarung beobachtet. Das Trocknen bewirkt eine starke Erhéhung 
der Permeabilitét, wodurch das schnelle Eindringen von z. B. Sub- 
straten, Salzen und gewissen Farbstoffen erméglicht wird. Auch der 
enzymatische Charakter wird verandert. U.a. ist die Veratmung von 
z. B. Glucose und Brenztraubensaure ziemlich stark herabgesetzt, was 
sich bei aerober Verbrennung dieser Substrate mit Hilfe trockener 
PreBhefe in einem hohen respiratorischen Quotienten ausdriickt (siehe 
weiter unten). 

Infolge der erhéhten Permeabilitaét kénnen betrachtliche Mengen 
protoplasmatischer Bestandteile durch die ,,aufgelockerte** Membran aus- 
treten. Das Waschen, das Suspensionsmedium und die Suspensions- 
dichte spielen demnach eine sehr groBbe Rolle bei Untersuchungen mit 
Trockenhefen. 

Hinsichtlich des Waschens mit Wasser verhalten sich Brauereihefe 
und Backerhefe oft verschieden. Von diesen kann nur die Brauereihefe 
zur Bereitung von ,,Apozymase‘* verwendet werden, was teilweise darauf 
zuriickzufiihren ist, da u.a. die Cazymase leichter aus der nach dem 
Trocknen praktisch genommen toten Brauereihefe ausgewaschen 
werden kann. Die Backerhefe dagegen wird durch Trocknen in Luft 
nicht getétet. Sie besitzt weiterhin die Fahigkeit zu wachsen und ist 
bedeutend resistenter gegen Waschen als die Brauereihefe. Infolge ihrer 
erhéhten Permeabilitét kann die trockene Prebhefe, wenn sie in mehr 
oder minder gepufferten Salzlésungen suspendiert wird, das px und den 
osmotischen Druck des Plasmas wohl nicht im gleichen Grade wie 
intakte frische Hefe aufrechterhalten. Das pu des Hefeplasmas wird 
nach Tait und Fletcher (1926) und Mahdihassan (1930) u.a.m. auf rund 
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5,9 bis 6,2 geschatzt. Nach persénlicher Mitteilung von Fil. Lic. Wa! 

im hiesigen Institut ergab sich jedoch aus Untersuchungen hinsicht}i | 
der Permeabilitat fiir das Fluoridion und der Dissoziationsverhaltnis~. 
des Fluorwasserstoffs bei verschiedenem px, daB das pu des Hef. 

plasmas wahrscheinlich etwas héber liegt (vgl. Malm, 1940). Kiirzlic| 
haben Nilsson und Elander (1941) auf die Bedeutung der Suspension 

dichte bei der Garung trockener Unterhefen hingewiesen. Die Ve: 

diinnung einer Garungsmischung fiihrte zu einem Zustand, der an di: 
Verhaltnisse in desorganisierten Zymasesystemen erinnert. Sie fithrey 
diesen Verdiinnungseffekt darauf zuriick, daB die Konzentration de 
wasserléslichen Komponenten der Trockenhefe (wahrscheinlich Phospha 
und Cozymase) bei der Verdiinnung suboptimal wird. Ein ahnlicher 
Verdiinnungseffekt wurde schon vor langerer Zeit von mehrere 
Forschern [vgl. dazu Sabalitschka (1942)] sowie bei der Vergaruny 
von Glucose durch in fliissiger Luft vorbehandelte Brauereihefe von 
Lynen (1939) beobachtet. 


Zweck dieser Untersuchung war festzustellen, ob das Austreten 
des Phosphats auf einer erhéhten Permeabilitat der getrockneten Hefe- 
zelle beruht, und ob diese Permeabilitétserh6hung reversibel ist. Friiher 
ausgefiihrte Stoffwechseluntersuchungen bei Trockenhefen (siehe unten 
sprechen dafiir, daB die durch das Trocknen erhéhte Permeabilitat der 


Hefe durch geeignete Behandlung reduziert werden kann. In frische: 
Hefe sind Phosphatbestimmungen vom Verfasser schon frither mit 
gutem Resultat mittels der Briggschen Methode (1922) ausgefiihrt 
worden. 


Diese beruht auf der kolorimetrischen Messung der Blaufarbung, di 
entsteht, wenn Phosphomolybdansaure mittels Hydrochinon reduziert wird 
Bei der Bestimmung von ,,freiem‘* Phosphat mit Hilfe dieser Methode bildete 
sich sowohl im Trichloressigséureextrakt der Trockenhefe als auch in dem 
abzentrifugierten Suspensionsmittel der nicht fixierten Trockenhefe 
suspension eine mehr oder minder starke Opaleszenz. Die Konzentration 
der Trichloressigsaéure in der fixierten Suspension war 4%. Nach Extraktioi 
(45 Minuten bei Zimmertemperatur) wurden die Zellen abzentrifugiert. Dir 
Extinktion der Proben im Verhaltnis zu entsprechenden, auBer dem Zusatz 
des Reduktionsmittels in gleicher Weise behandelten, opaleszenten Blind 
proben wurde im Stufenphotometer (Rotfilter 5 72) gemessen. Da da- 
Hydrochinon in 20° iger Natriumsulfitlésung aufgelést wird, so wurde be: 
den Blindproben die Hydrochinonlésung durch dieselbe Menge 20°%ige1 
Sulfitlésung ersetzt. Die mittels dieser Methode festgestellten Werte stellen 
Niaherungswerte dar. Es wurden durchgehend Doppelproben ausgefiihrt. 
Wurden opaleszente Lésungen mit einer bekannten Phosphatmenge versetzt 
und in der beschriebenen Weise analysiert, so ergab sich eine relativ gute 
Ubereinstimmung zwischen den ermittelten und den berechneten Werten. 
Die Fehler dieser Methodik waren, verglichen mit der GréBenordnung de: 
ermittelten Werte bzw. Differenzen, gering. Die beschriebene Methodik 
wurde deshalb bei der vorliegenden Untersuchung als hinreichend genau 
betrachtet und beibehalten. 
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Uber Phosphatausscheidung usw. der getrockneten Backerhete. 9] 


Zur Herstellung der verwendeten Trockenhefe wurde eine einmal! 
vewaschene, abgepreBte Backerhefe von Svenska Jastfabriks A.-G. 
Rotebro (Stockholm), im Luftstrom bei Zimmertemperatur getrocknet. 
Die weiter unten erwahnte etwa 8 Monate alte Trockenhefe wurde im 
Kiihlschrank aufbewahrt. Der Wassergehalt der Trockenhefe war 
rund 8%. 

Um die aus den getrockneten Hefezellen in das Suspensionsmittel 
abgeschiedene Menge freien Phosphats zu bestimmen, wurden 500 mg 
nicht gewaschener Trockenhefe in 120 ccm 0,083 mol. Succinat-Bernstein- 
siurepuffer von pu 5,0 suspendiert (letzterer im folgenden einfach 
S-S-Puffer genannt). In den unmittelbar zentrifugierten Proben wurde 
die an das Suspensionsmittel abgegebene Menge freien Phosphats 
bestimmt. Schon wahrend des Pipettierens und Zentrifugierens der 
0-Proben wurden erhebliche Mengen von Phosphat und die Messung 
stérenden Substanzen abgesondert. Die Menge dieser Stoffe nahm bei 
stark aerobem Schiitteln der Hefe in Fernbach-Kolben bei 25°C mit 
der Zeit deutlich zu. 





Freies Phosphat im Suspensionsmittel als °, des 


Zeit urspriinglichen Gesamtphosphatgehalts der Hefe 


8 % 
” | 13 % 
21 " i 19% 


0 Stunden 
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Die erwahnte S-S-Pufferlésung (Runnstr6m und Sperber, 1938) 
wurde schon friither bei Messungen der Atmung und Garung frischer 
wie auch getrockneter Hefen verwendet. Die Resultate dieser Stoff- 
wechseluntersuchungen werden unten mit den hier mitgeteilten Be- 
funden hinsichtlich des Phosphatgehalts der Trockenhefe verglichen. 

Im Gegensatz zur getrockneten Hefe scheidet frische Backerhefe 
beim Schiitteln in Pufferlésung nur sehr wenig Phosphat ab. Wird 1 g 
Frischhefe in 60°ccm 0,083 mol. S-S-Puffer von px 5,0 suspendiert, so 
findet man nach 2 bzw. 20 Stunden langem Schiitteln bei 25° in dem 
Suspensionsmittel nur 0,2 —0.3 % bzw. 0,8—0,9% des totalen Phosphat- 
gehalts der Hefe. 

Um festzustellen, ob Zusatz von Substrat den Gehalt der Trocken- 
hefe an freiem Phosphat vermindert, wurde folgender Versuch aus- 
gefiihrt, bei dem die Gesamtmenge des mit Trichloressigsiure extrahier- 
baren ,,freien‘‘ Phosphats und die Menge des saureléslichen gebundenen 
Phosphats (Differenz zwischen der Menge des mit Schwefelsaure und 
Perhydrol verbrannten Phosphats und der des freien Phosphats) be- 
stimmt wurde. 500mg nicht gewaschener Trockenhefe wurden in 
Fernbach-Kolben in 120 ccm S-S-Puffer bzw. in Puffer mit einem Zusatz 
von 0.4% Glucose suspendiert. Die Kolben wurden bei 25° geschiittelt. 
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Ergebnisse siehe Abb. 1. In der Abbildung sind auch die Absolutwer, 
des an das Suspensionsmittel abgegebenen freien Phosphats (siehe ob 


eingezeichnet. Der totale Gehalt der Hefe an P war 1,26 mg pro LOO 1. 


Trockenhefe. 

Aus dem Versuch geht hervor, da bei aerobem Schiitteln ein 
Suspension von Trockenhefe ohne Substrat der Gehalt an freiem Phi < 
phat steigt (A 1). Bei aerobem Umsatz von Glucose wird jedoch frei-. 
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Abb. 1. Anderung des freien und gebundenen siurelislichen Phosphats in nicht gewaschener 
Trockenhefe bei aerobem Schiitteln in Succinat-Bernsteinsdure-Pufferlésung, py 5,0. A ohne 
Substrat, B mit Glucose. 


Phosphat gebunden, nach Verbrauch der Glucose aber langsam wieder 
abgespalten (B 1). Der Gehalt des Trichloressigsiureextrakts an freiem 
Phosphat wurde bestimmt, welcher in diesem Falle die Summe des 
abgesonderten und des im Zellplasma enthaltenen extrahierten freien 
Phosphats darstellt. Die Werte dieser Summe waren nach Zusatz von 
Glucose (B1) sogar niedriger als die des an das Suspensionsmitte! 
abgesonderten Phosphats (A 0) im Falle der nur in Puffer geschiittelten 
Hefe. Auch die Menge des saureléslichen gebundenen Phosphats, die 
bei Abwesenheit von Substrat (A 2) langsam zunimmt, sinkt bei Zusatz 
von Glucose (B 2) anfangs, um sodann nach beendeter Garung wieder 
zu steigen; ihre Werte sind jedoch niedriger als im ersteren Falle. 
Diese Verhaltnisse stimmen mit den Untersuchungen Nilsson und 
Alms (1940) iiberein. Diese haben gezeigt, daB bei Vergirung von Glucose 
durch getrocknete Bierhefe das freie Phosphat schnell abnimmt, um sodann 
wieder anzusteigen. Bei frischer Hefe machten Mirski und Wertheimer 
(1939) dieselben Beobachtungen. Lynen (1941) stellte bei maBig verarmte: 
Frischhefe fest, daB bei aerobem Umsatz von Alkohol, Acetaldehyd und 


Acetat der Gehalt des Plasmas an freiem Phosphat sinkt. Er wies nach. 
daB bei Zusatz von Alkohol Phosphat in nicht séurelésliche Verbindungen 
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eingebaut wird, denn der Gehalt an séureléslichem Phosphat nahm in diesem 
Falle ab. Dieselben Beobachtungen wurden auch bei dem oben beschriebenen 
Versuch mit Trockenhefe gemacht, doch wurde in diesem Falle in den 
ersten Minuten eine Bildung von gebundenem siureléslichen Phosphat 
festgestellt. Lynen zeigte ferner, dab die Verminderung des freien Phosphats 
bei Umsatz von Glucose unter aeroben Verhaltnissen bedeutend stiarker 
war als unter anaeroben. 


Aus folgendem Versuch ergibt sich, dai Glucosezusatz zu ge- 
waschener Trockenhefe die Menge freien Phosphats des Plasmas und die 
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Abb. 2. Verteilung des freien Phosphats in gewaschener Trockenhefe bei aerobem Schiitteln 
in Succinat-Bernsteinsiure-Pufferlésung, pH 5.0. A ohne Substrat, B mit Glucose. 


Abscheidung des Phosphats vermindert. Die Hefe wurde zweimal mit 
S-S-Puffer gewaschen und die Suspension sodann wie im vorhergehenden 
Versuch hergestellt. Zu verschiedenen Zeiten wurden das freie Phosphat 
des Suspensionsmittels und die mit Trichloressigsiure extrahierbare 
Menge freien Phosphats der Suspension bestimmt. Die Menge des 
freien Phosphats der Zellen wurde aus der Differenz dieser Werte er- 
mittelt. Das Resultat ist in Abb. 2 dargestellt. 

Nach SchiittelIn der Suspension ohne Zusatz von Substrat ist sowohl 
im Suspensionsmittel (A 1) als auch im Plasma der Zellen (A 2) mehr 
freies Phosphat enthalten als in dem entsprechenden Fall bei Zusatz 
von Glucose (B 1) und (B 2). 

Bei weiteren Versuchen wurde das Suspensionsmittel sowohl 
hinsichtlich freien Phosphats als auch beziiglich des Totalphosphat- 
gehalts analysiert. Es ergab sich, daB bei aerobem Schiitteln der 
Trockenhefe in S-S-Puffer nicht nur freies Phosphat sondern auch 
erhebliche Mengen an gebundenem (verestertem) Phosphat ausgeschieden 
werden. Sowohl nach einstiindigem Schiitteln einer nicht gewaschenen 
Hefe (bei 25°) wie auch nach weiterem 17 Stunden langem Schiitteln 
dieser inzwischen gewaschenen Hefe enthalt das klar abzentrifvgierte 
Suspensionsmittel ungefaihr ebensoviel gebundenes wie freies Phosphat. 

Um, wenn méglich, die Absonderung des Phosphats zu vermindern, 
wurde die Trockenhefe aerob in Phosphatpuffer geschiittelt. Zunachst 
wurde der EinfluB der Pufferlésung auf den Gesamtphosphatgehalt der 
Hefe untersucht. Um eine eventuelle Beeinflussung durch einen vom 
pu des Plasmas allzu abweichenden Sauregrad zu vermindern, wurde 
das pu des Puffers gleich 6,4 gewahlt. 500mg nicht gewaschener 














4 K. Brandt: 
Trockenhefe wurden in Fernbach-Kolben 17 Stunden bei 25° in 25 ¢ 
0,067 mol. Phosphatpuffer, px 6,4, bzw. in 25 cem 0,2 mol. S-S-Puffi: 
pu 5,0, geschiittelt. Die Hefe wurde sodann dreimal mit 0,1 mol. S-s 
Puffer sorgfaltig gewaschen und abzentrifugiert und die totale Merve 
Phosphat durch Verbrennung aliquoter Teile der in Wasser suspeu- 
dierten Hefe bestimmt. Wie aus der folgenden Tabelle hervorgeht, wi: 
die Verminderung der Phosphatmenge des Plasmas nach dem Schiitt¢!1 
in beiden Fallen sehr groB, jedoch war sie bei der Behandlung it 
Phosphatpuffer geringer als beim Schiitteln mit S-S-Puffer. 


mg je 100 mg Trockenhef: 


PGesamt Ger urspriinglichen Hefe ................... 1,28 
nach Schiitteln in Phosphatpuffer ......... 0,89 
“ e we Cy MIO ik voc 50s CeCe 0,73 


Wurde die Hefe eine zeitlang in Phosphatpuffer geschiittelt wad 
sodann Glucose zugesetzt, so konnte der Gesamtphosphatgehalt der 
Zellen wieder erhéht und die nach Waschen und weiterem Schiitte!) 
eintretende Phosphatabsonderung vermindert werden. Die zugesetzt: 
Glucosemenge betrug 15 ccm einer 6,67°%%igen Loésung auf 2 ¢ nicht 
gewaschener, in 100 ccm Phosphatpuffer suspendierter Trockenhefe 
In dem einen Fall (A) war die Hefesuspension vor dem Glucosezusatz 
18 Stunden geschiittelt worden, im anderen (B) wurde sie unmittelbar 
vor dem Zusatz der Glucose bereitet. Nach 90 Minuten langem aerobem 
Schiitteln der Hefe in der Phosphat-Glucoselésung wurde sie dreima! 
sorgfaltig mit 0,1 mol. S-S-Puffer, pu 5,0, gewaschen und sodann in 
240 cem einer (0,083 mol. Lésung des S-S-Puffers aufgeschlimmt. Das e1 
wahnte px wurde deshalb gewahit, weil ein Unterschied in der Permea- 
bilitat der Hefe bei diesem fiir die Trockenhefe relativ niedrigen pu-Wert 
wahrscheinlich deutlicher zum Ausdruck kommt. Die Suspensionen 
-wurden 4 Stunden bei 25° in Kulturkolben (von 1,8 Liter Inhalt) mit 
groBer Bodenflaiche geschiittelt. Zu verschiedenen Zeiten wurde det 
Gehalt der Hefe an Gesamtphosphat, ferner das freie und gesamte 
Phosphat des Suspensionsmittels und eines 4°%igen Trichloressigsaure- 
extrakts der Suspension bestimmt. Die Differenz zwischen den Werten 
des Trichloressigsiureextrakts und denen des Suspensionsmittels erga! 
die Werte fiir das freie und das gebundene siurelésliche Phosphat de- 
Zellinnern. Der totale Phosphorgehalt nach der Behandlung mit Glu- 
cose betrug bei A 1,20 mg und bei B 1,10 mg P pro 100 mg Trocken. 
hefe-Initialgewicht. Der Zusatz von Glucose bewirkte also bei A eine 
erhebliche Wiederaufnahme von Phosphat, das bei dem 18stiindigen 
Schiitteln der Hefe abgeschieden worden war, und bei B eine ve 
minderte Phosphatabsonderung. Dies fiihrte in beiden Fallen einen 
verglichen mit den vorhergehenden Versuchen, hohen Gehalt an Tota! 
phosphat herbei. 
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Um die Menge der bei den Phosphatbestimmungen stérenden, aus 
den Zellen herausdringenden Substanzen zu erfassen, wurde unter 
Verwendung eines Rotfilters die Extinktion der nach Zusatz der Phos- 
phatreagenzien opaleszenten Lésungen gemessen, wobei die Hy:dro- 
chinonlésung durch eine 20 °,ige Sulfitlésung ersetzt war. Das Volumen 
simtlicher Proben betrug 10 ccm. Das Resultat geht aus Abb. 3 hervor. 

Bei der 18 Stunden lang geschiittelten Hefe (A) war eine bedeutend 
niedrigere Extinktion des Suspensionsmittels zu beobachten als bei der 
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Abb. 3. A. Vor der Behandlung mit Glucose aerob geschiittelte Hefe. B. Uumittelbar vor der 
Behandlung mit Glucose aerob suspendierte Hefe. 


nicht geschiittelten (B). Zwar kénnte dies darauf beruhen, daB bei A 
der groBte Teil der die Opaleszenz hervorrufenden Substanzen schon 
ausgeschiittelt ist. Jedoch sprechen die ziemlich gleichen hohen Werte 
des Gesamtphosphats sowie der Gehalt der Zellen an freiem Phosphat 
(s. Abb. 4) und die im Trichloressigsaéureextrakt von A (Abb. 3) relativ 
hohe, auf st6érende Substanzen hindeutende Extinktion dafiir, daB bei A 
die Membran der Hefe verandert und ihre Permeabilitaét herabgesetzt ist. 
Die Natur der Substanzen, die die genannte Opaleszenz verursachen, 
ist nicht naher untersucht worden. Wenn die minimale Menge gebildeter 
Phosphomolybdansaure zur Entstehung der Opaleszenz beitragt, so 
sollte diese sich proportional zum Phosphatgehalt verhalten. Bei der 
Analyse von zugesetztem Phosphat stimmten jedoch die gefundenen 
Werte mit den berechneten iiberein, was darauf hindeutet, daB das 
Phosphat nicht in beachtenswertem Mae an der Fillung beteiligt ist. 
Mit Trichloressigsiure bzw. Sulfosalicylséure ist keine Opaleszenz oder 
Fallung zu beobachten. Wahrscheinlich handelt es sich um Amino- 
siuren, Peptide und eventuell Nucleotide, die mit der in starkem Uber- 
schuB vorhandenen Molybdinsaure reagieren. Im Suspensionsmitte] 
bzw. im Trichloressigsiureextrakt ist nimlich eine schwache Biuret- 
reaktion festzustellen, oft aber entstehen bei der Reaktion Blau- 
farbungen, welche die Bildung komplexer Kupferverbindungen an- 
deuten. 

Abb. 4 zeigt die Verteilung des freien Phosphats zwischen Suspen- 
sionsmittel und Zellplasma bei der in oben beschriebener Weise mit 
Glucose und Phosphatpuffer vorbehandelten Hefe. Bei B enthalt das 
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Zellinnere nach aerobem Schiitteln in Ubereinstimmung mit der starkey 
Absonderung von Phosphat eine geringere Menge freien Phosphats als 
bei A. Besonders zu bemerken ist, daB nach dem Schiitteln bei B dis 
gesamte abgesonderte Phosphat nur zu 25°% freies Phosphat darstel|i. 
wahrend bei A das freie Phosphat etwa 50 °% der totalen Phosphatmenge 
im Suspensionsmittel ausmacht. Die starke Absonderung von ester. 
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> ? i + * ° 
¢gebundenem Phosphat bei B steht in gewisser Ubereinstimmung zu 
dem abnehmenden und im Verhialtnis zu A niedrigen Gehalt des Zell- 
inhalts an saureléslichem gebundenem Phosphat: 





Siurelésliches, gebundenes Phosphat des Zell- 





Zeit inhalts (y P pro 100 mg Trockenhefe 
A B 
0 Stunden 196 166 
1 ’ 214 153 
4 , 197 147 


Bei B muB zur Bestreitung des abgesonderten gebundenen Phos- 
phats eine starke Bildung von saureléslichem gebundenem Phosphat im 
Plasma vor sich gehen. 


Die obigen Versuche zeigen, daB nicht nur ein aerober Umsatz von 
Glucose, sondern auch eine Liiftung der Hefe zu einer Senkung der 
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Permeabilitat der Trockenhefe, d.h. zu einer Annaherung an die Per- 
meabilitatsverhaltnisse der frischen Hefe fiihrt. Als Beweis hierfiir sei 
ferner das Verhalten der Hefe zu Farbstoffen erwahnt. Zum Unterschied 
von der frischen Backerhefe wird getrocknete Hefe in 0,1 °{iger wasse- 
riger Loésung von z. B. Methylenblau schnell gefirbt. Nach etwa 
I8stiindiger aerober Schiittelung der Hefe wird unter analogen Be- 
dingungen eine bedeutend geringere Anzahl Zellen gefarbt (Brandt. 
1941). Die veradnderten Eigenschaften der etwa 18 Stunden lang be- 
liifteten und sodann mit Glucose behandelten Trockenhefe kénnen auf 
eine allgemeine physiologische Restitution der Hefe zuriickgefiihrt 
werden. Bei den hierfiir nétigen Resyntheseprozessen spielt die ver- 
minderte Permeabilitat sicherlich fiir die Stabilisierung z.B. der 
Enzyme, der Viskositat, des x und des osmotischen Druckes des Plasmas 
eine groBe Rolle. Die oben von chemischem Gesichtspunkt aus unter- 
suchte Wirkung der Vorbehandlung auf die Permeabilitat der Trocken- 
hefe steht in Einklang mit der physiologischen Wirkung, die aus Stoff.- 
wechseluntersuchungen zu ersehen ist. 

Allein schon das aerobe Schiitteln einer Trockenhefe in destilliertem 
Wasser fiihrt zu einer Annaiherung ihrer Eigenschaften an die Ver- 
haltnisse bei der frischen Hefe. Runnstrim und Brandt (1941) zeigten, 
da der Umsatz der Brenztraubensaiure durch Frischhefe von Cystein 
gehemmt wird. Bei Trockenhefe dagegen ergab sich sowohl mit als 
auch ohne Zusatz von Cystein ein hoher respiratorischer Quotient, der 
auf eine starke Decarboxylierung der Brenztraubensaure deutet. Zusatz 
von Cystein verursachte unter diesen Umstainden keine Hemmung des 
Brenztraubensdureumsatzes. Nach Schiitteln der Trockenhefe in 
destilliertem Wasser wurde der Umsatz der Brenztraubenséure jedoch 
durch Cystein gehemmt, wobei ferner auch ein ziemlich normaler 
niedriger respiratorischer Quotient beobachtet wurde. Bei der Restitu- 
tion der Trockenhefe spielt nach persénlicher Mitteilung von Prot. 
Runnstrim das Liiften eine besonders wichtige Rolle, was aus folgenden 
Beobachtungen hervorgeht. Bei Untersuchungen tiber die Veratmung 
von Glucose wurde nach aerobem Schiitteln in Wasser oder S-S-Puffer 
bei getrockneter Backerhefe eine verminderte Fluoridempfindlichkeit 
festgestellt. Nach anaerobem Schiitteln in Stickstoff dagegen wurde 
die Atmung durch Fluorid wie bei der nicht vorbehandelten Trockenhefe 
stark gehemmt. Erfolgte jedoch nach anaerobem Schiitteln der Hefe 
iiber Nacht in Stickstoff ein anaerober Umsatz von Glucose, so trat 
eine Verminderung der Fluoridempfindlichkeit ein, die mit der unter 
entsprechenden aeroben Bedingungen erzielten durchaus vergleichbar 
war. Bei der Restitution der Trockenhefe sind offenbar der aerobe 
Stoffwechsel und auch die anaerobe Garung. von groBer Bedeutung 
fiir die dabei stattfindenden Resynthesen. Sperber und Renvall (1941) 
kamen bei Untersuchungen iiber die Aneurinaufnahme der frischen 

Biochemische Zeitschrift Band 312. 
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PreBbhefe bei Zusatz von Substrat, wie Glucose und Alkohol, zu Fes) 
stellungen, die den oben beschriebenen Beobachtungen unter aerobe, 
und anaeroben Verhaltnissen entsprechen. Runnstrém, Sperber wid 
Karlsson (1939) wiesen nach, daB beim Brenztraubensiureumsatz der 
Trockenhefe sowohl unter aeroben wie anaeroben Verhaltnissen tei! 
weise eine ,,wahre Decarboxylierung** der Brenztraubensaure stattfindet 
Von frischer PreBhefe dagegen wird Brenztraubensiure anaerob nic}it 
angegriffen. Nach Liiften der Trockenhefe tiber Nacht und darau! 
folgender dreistiindiger Behandlung mit Glucose ist wiederum ein 
anaerober Brenztraubenséureumsatz nicht mehr festzustellen. 


Beziiglich der Restitutionsméglichkeit der Trockenhefe sei schliet; 
lich erwahnt, daB die Resyntheseprozesse wahrscheinlich teilweise di: 
aus den Zellen abgesonderten Substanzen in Anspruch nehmen. Das 
Liiften der Trockenhefe bewirkt, wie oben ausgefiihrt, Verluste an 
Mineralsalzen und organischen Stoffen. Wird die Hefe nach dem Liiften 
und vor einem nachfolgenden Zusatz von Glucose gewaschen, so wird 
ihr die Méglichkeit, die abgesonderten Substanzen wieder aufzunehmen. 
genommen. Wenn dagegen die ausgeschiedenen Stoffe nicht entfernt 
sind, so kénnen nach Zusatz von Glucose Resynthese und Wachstums 
metabolismus in den Zellen eintreten, wobei diese die von mehr oder 
weniger geschadigten Zellen herriihrenden, abgesonderten stickstoff 
haltigen Abbauprodukte aufnehmen und verwerten kénnen. 


Zusammenfassung. 


Infolge ihrer hohen Permeabilitét sondert getrocknete Backerhefe 
sobald sie aufgeschlammt wird, erhebliche Mengen von sowohl anor 
ganischem wie verestertem Phosphat in das Suspensionsmittel ab. Be: 
aerobem Schiitteln der Suspension wird gebundenes Phosphat des 
Plasmas aufgespalten. Zusatz von Glucose bewirkt eine Wiederaufnahme 
und Bindung des abgespaltenen Phosphats, das jedoch nach Verbrauc! 
der Glucose langsam wiederum frei wird. Die Versuche ergeben dati 
die Permeabilitat nach Glucosezusatz sinkt. Durch aerobes Schiittel: 
der Trockenhefe in Phosphatpufferlésung und nachfolgende aerobe Be 
handlung mit Glucose kann die Permeabilitét der Hefe weiter ver 
mindert werden. Wird einerseits die urspriingliche Trockenhefe, anderer 
seits eine tiber Nacht in Phosphatpufferlésung geschiittelte Suspension 
derselben einer nachfolgenden Behandlung mit Glucose in Phosphat- 
pufferlésung unterworfen, so ergibt die Untersuchung, daB nicht nur 
die Behandlung mit Substrat, sondern auch allein schon aerobes 
Schiitteln fiir die Restitution der Hefe von Bedeutung ist. Die hier 
von chemischem Gesichtspunkt aus untersuchte Wirkung der Vor 
behandlung auf die Permeabilitat der Trockenhefe wird mit bei fritheren 
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Untersuchungen beobachteten physiologischen Wirkungen hinsichtlich 
der allgemeinen Restitution der Hefe verglichen und ein Zusammenhang 
festgestellt. 


Herrn Professor Dr. J. Runnstrém méchte ich fiir seine Anregungen und 
Ratschlage meinen aufrichtigen Dank aussprechen. 


Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Rockefeller Foundation 
ausgefiihrt. 
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Uber eine zerlegbare Kiivette 
zur chromatographischen Adsorption. 
Von 
Nikolaus v. Békésy. 
(Aus dem Landwirtschaftlich-chemischen Institut der Kgl. Ung. Universitit 
fiir Technik und Wirtschaftswissenschaften, Budapest.) 
(Eingegangen am 12, Februar 1942.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Bei der chromatographischen Trennung von Substanzen aus 
Pflanzenextrakten erwies sich ein einmaliges AufgieBen des Extrakts 
oft als zweckmaBbig, denn die natiirlichen Begleitstoffe férdern dic 
Zonenbildung und erleichtern die Differenzierung 
Auch kommt es vor, da8 eine Substanz nicht un- 
mittelbar am Adsorptionsmittel haftet, sondern blo! 
an dem mit einem Begleitstoff gesattigten Adsorp- 
tionsmittel, vgl. Zechmeister und Cholnoky!. Dazu 
sind aber lange Adsorptionssdulen notwendig, da 
die Begleitstoffe viel Platz einnehmen. Beliebig 
lang lassen sich aber die Réhren nicht wahlen, da 
mit der Lange der Saule die Arbeitsweise sich wieder 
verschlechtert. Das Lésungsmittel lauft namlich 
neben der Glaswand voran, wobei die Zonen im 
Inneren der Réhre sich verschieben und eine Kappen- 
form annehmen: es bilden sich die sogenannten 
,Verborgenen Schichten**. Diese Schichtung kann so 
arg werden, da eine Trennung der Zonen unméglicl 
wird. Eine weitere Schwierigkeit bietet sich beim 
Entnehmen des Adsorptionsmittels aus dem langen 





Rohr, da dieses meistens nur nach Zerschneiden der 
Roéhre sich ausschieben ]aBt. Diese Nachteile sollten 
durch eine neue Adsorptionskiivette beseitigt werden 
Die Bildung von verbogenen Schichten laBt sich 
prinzipiell dadurch vermeiden, daB im Rohr zur Ad- 
sorption nur die auBere Schicht, die Mantelflache, 

Abb. 1. Zerlegbare flache ‘ - + . . 
Adsorptionskiivette, | Verwendet wird. Eine Ausfiihrung dieser Art ergibt 
sich, wenn statt dem Rohr eine flache Kiivette ge- 
braucht wird. Versuche mit einer derartigen Kiivette gaben sehr gute 
Ergebnisse, obwohl auch in diesem Falle eine Verschiebung der Zonen 
dem Rande zu zu beobachten war, vg]. Abb. 1. Doch war dies kein 











 L. Zechmeister u. L. v. Cholnoky, Die chromatographische Adsorptions- 
methode. Wien, Springer, 1938. 
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Nachteil, da nach dem Zerlegen der Kiivette die Zonentrennung mit 
vréBter Leichtigkeit durchgefiihrt werden kann. 

Die Versuche, eine zerlegbare Kiivette aus reinem Glas herzustellen. 
scheiterten bei gréBerem MaBstab durch Schwierigkeiten beim Dichten 
Kine gute Lésung ergab sich jedoch, als die Kiivette aus zwei Glas- 


platten hergestellt wurde, zwischen welchen an den Seiten zwei Kork- 


streifen eingeklemmt wurden. 
Die Glasplatten k6énnen aus en 
etwa 5mm starkem Glas her- 
vestellt werden, selbst dann, 
wenn die Kiivette zu Fluores- 
zenzuntersuchungen — geeignet 





sein soll. 
Die Korkstreifen wurden = /”/er- Aorkstrerfen ale 
an ie Lita. streifen Korkunterlage 

aus natiirlichem Kork mit einer — ,)), 5 Siscsniveteididinns aut Adpmatiandiiiveie 
kleinen Kreissige mit dem Quer- 

schnitt nach Abb. 2 hergestellt. Die Keilform erleichtert die Dichtung 
zwischen den Glasplatten. Um die Streifen gegen Einbiegen zu ver- 
stirken, wurde in eine entsprechende Rille ein Furnierstreifen eingeleimt. 





Eine Klemmvorrich- 
tung nach Abb. 2 sorgt fiir 
das Zusammendriicken der 
Glasplatten. Durch all- 
mahliches Anziehen der 
Schrauben wird der nétige 
gleichmaBige Druck aus- 
getibt. Ist die Kiivette zu- 
sammengestellt, wird unten 
ein Wattebausch zwischen 
die Glaser geschoben und 
































das Ganze méglichst waage- 
recht auf das Gestell nach 
Abb. 1 gebracht. Die Fiil- 
r . Abb. 3. Druckaufsatz zur Adsorptionskiivette. Ansicht 

lung mit dem Adsorptions- von vorne und Querschnitt. 
mittel geschieht am besten 
durch AufgieBen einer Aufschwammung des Adsorbens im Lésungs- 
mittel. Das AufgieBen wird durch einen Trichter aus Blech erleichtert. 
ZweckmaBig wird wahrend der Fiillung das sich absetzende Adsorptions- 
mittel mit einem Furnierstreifen abgestampft, da an den Kanten das 
Absetzen lockerer vor sich geht als in der Mitte, wodurch beim Chro- 
matographieren die Zonen den Seiten nach vorlaufen. 

Bei dem Gebrauch von langeren Saulen verlangsamt sich der 
DurchfluB, weshalb er vorteilhaft durch Druck beschleunigt wird. Zu 


diesem Zweck wurde ein abdichtbarer Aufsatz hergestellt, vgl. Abb. 3. 














102 N. v. Békésy: Zerlegbare Kiivette zur chromatographischen Adsorptio: 


Dieser besteht aus zwei Teilen, von welchen der untere Teil mit Gip 
auf die Kiivette gekittet wird. Es wird die Kiivette umgekehrt auf de) 
Aufsatz gelegt und der Raum zwischen dem Rahmen a und der Gla: 
wand ausgegossen. Ist der Gips erstarrt, wird die Kiivette wieder au{ 
gestellt und mit dem Adsorptionsmittel gefiillt. Nach AufgieBen de: 
Lésung wird erst bei Beginn der Entwicklung der obere Teil des Au‘ 
satzes aufgelegt und mit den Schrauben 4 angeschraubt. An diese: 
oberen Teil befinden sich zwei abschlieBbare Offnungen, die eine ¢ zu: 
Einfiihren des Lésungsmittels und die andere d, ein mit einem Hal) 
versehener Stutzen, zum Verbinden mit der Druckluftleitung. Um de: 
Gips beim Zerlegen der Kiivette leicht entfernen zu kénnen, werde 
die Seiten der Wanne an den Schrauben e¢ losgelést. 

Bei farblosen Substanzen, die keine Fluoreszenz aufweisen, ist da- 
Auffinden der Zonen erst nach Beendigung des Chromatographieren- 
méglich. Um diesem Nachteil abzuhelfen, wurden kleine Hahne nac! 
Abb. 4 angewandt, die es gestatteten, ohne den Verlauf der Adsorptio: 








\\ 











Abb. 4. Hahn zur Entnahme Abb. 5. Mikrokiivette und Klemmvorrichtung. 
von Proben. 

zu st6ren, je nach Belieben, kleine Proben aus der Saule zu entnehmen 
Diese Proben kénnen dann mittels Reagentien, gegebenenfalls mit 
Tiipfelproben, untersucht werden. Ist die Saule unter Druck gehalten 
lassen sich die Trépfchen beim Offnen des Hahnes leicht entfernen, ist 
jedoch kein Druck vorhanden, muB die Probeentnahme durch An- 
saugen erfolgen. 

Fiir mikrochromatographische Zwecke wurde die Adsorptions 
kiivette aus einer Glasplatte mit ausgeschliffener Rinne und Deckglas 
hergestellt, vgl. Abb. 5. Die Abdichtung des Deckglases geschah nach 
dem Vorschlag Herrn Professors G.v. Doby durch eine 4°%ige Agar. 
Agarlésung. Die Kiivette wird mit den Klemmschrauben zusammen- 
gehalten, etwas erwirmt und dann die Agar-Agarlésung mit einem 
Pinsel auf die seitliche Rille aufgetragen. Durch kapillare Krafte zieht 
sich die Lésung in die Fugen und dichtet nach Abkiihlen die Seiten- 
wande ab. Dabei ist die Kiivette, trotz guter Dichtung, leicht zu zer- 
legen. Zu gleichem Zweck kann bei wasserigen Lésungen Stearin ver 
wendet werden. 

Fiir die freundliche Unterstiitzung bin ich dem Leiter des Instituts. 


Herrn Professor Géza v. Doby, und der Széchenyi Wissenschaftlichen Geseli- 
schaft, Budapest, zu aufrichtigem Dank verbunden. 





‘ber Mikropolarisation. 
Von 
Nikolaus v. Békésy. 
Aus dem Landwirtschaftlich-chemischen Institut der Kén. Ung. Universitat 
fiir Technik und Wirtschaftswissenschaften, Budapest.) 
(Eingegangen am 12. Februar 1942.) 


Mit 3 Abb‘ldungen im Text. 


Die bekannten Mikropolarisationsréhren von EF. Fischer) eignen 
sich fiir einzelne Untersuchungen gut, obwohl die blasenfreie Fiillung 
der Mikroréhre mit der Kapillarpipette ziemlich zeitraubend ist und 
manchmal nicht sauber genug durchgefiihrt werden kann. Fiir Serien- 
untersuchungen sind sie nicht handlich und eignen sich auch nicht 
fiir die Untersuchung von Lésungen mit fliichtigen Lésungsmitteln. 
Es wurde versucht, ein Mikropolarisationsrohr so zu gestalten, dab 
es ein rasches und einwandfreies Arbeiten ermégliche. 

Man erreicht dies, wenn das Mikropolarisationsrohr mit der Unter- 
suchungsfliissigkeit durch Saugen gefiillt wird und nach der Messung 


(fh, 
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Abb. 1. Mikropolarisationsrohr, schematisch. 

















durch Ablaufenlassen wieder entleert werden kann. Eine derartige 
Rohre zeigt schematisch die Abb. 1. Das eigentliche Untersuchungsrohr 
wird je nach Bedarf aus einer Kapillare mit einer lichten Weite von 
1 bis 3 mm hergestellt. An den Enden werden zwei ZufluBréhren an- 
geblasen, mit einem Winkel zur Untersuchungsréhre von je 80°. Diese 
Réhren werden aus méglichst diinnen Kapillaren von etwa 0.4 mm 
lichter Weite angefertigt. Die Ansatzstellen der diinnen Kapillare 
bestimmen die Lange der Untersuchungsréhre. An den Ansatzstellen 
wird das Untersuchungsrohr rechtwinklig zur Kapillare abgeschliffen, 
wonach die Fensteréffnungen mit planparallelen Scheiben abgekittet 


1} E. Fischer, Ber. 44, 129, 1911 
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werden. Der Hahn an der Réhre dient zum Hochhalten der angesaugt oe 
Fliissigkeit. 

Beim Gebrauch des so hergestellten Untersuchungsrohres hat es 
sich gezeigt, daf’ manchmal am Knick kleine Blasen hangenblieben 
hauptsachlich dann, wenn das Rohr rasch oder in senkrechter Lage 
vollgesaugt wurde. Dieser Fehler lieB sich jedoch leicht dadurch be 
seitigen, daB durch entsprechendes Neigen dafiir gesorgt wurde, da; 
beim Ansaugen die Untersuchungsfliissigkeit stets aufwarts  steivt 
vgl. Abb. 2. Zum bequemen Ansaugen dient ein Gummischlauch mit 
Mundstiick oder eine kleine Record-Spritze. 


Abb. 2. Mikropolarisationsrohr. 


Das Zentrieren der Réhre wurde mit zwei Messingscheiben vor 
genommen, die unmittelbar hinter dem Knick angebracht wurden, um 
so jeweils die blasenfreie Fiillung tiberwachen zu kénnen. Um bei 
fliichtigen Fliissigkeiten jede Verdunstung zu vermeiden, wurde am 
AbfluBende eine kleine Haube angeschliffen. AuBerdem wurde vor 
dem Hahn eine kleine Ausstiilpung geblasen, um zu vermeiden, dali 
die Fliissigkeit bis in den Hahn gesaugt wird: diese Ausstiilpung er 
leichtert auch das Auswaschen der Réhre. 

Der Inhalt dieser Réhre weicht von dem der bekannten Mikro 
polarisationsréhren nur in sehr geringem Mabe ab, da die ZufluBréhren 
einen sehr geringen Rauminhalt besitzen, der jedoch reichlich kom- 
pensiert wird, da beim Fiillen kein Tropfen verlorengeht. Eine weitere 
Ersparnis an Material erzielt man dadurch, daf die Untersuchungs- 
fliissigkeit ohne jeden Verlust der Réhre wieder entnommen werden 
kann. Den gréBten Vorteil bieten aber diese Réhren bei den stark 
fliichtigen Lésungsmitteln. Solche Messungen konnten bei den fritheren 
Réhren nur schwer durchgefiihrt werden, da bei dem Umfiillen und 
Anlegen des Deckglases durch Verdunstung groBe Fehler entstehen. 


Die Réhren lassen sich in jedem Polarisationsapparat verwenden. 
doch mu8B eine entsprechende Blendung vorgenommen werden. Am 
besten gelingt dies am Fernrohr des Polarisationsapparates, wobei die 
Blende an der Stelle des reellen Bildes angebracht wird. An unserem 





ben. 


wae 


be 
da} 


Uber Mikr« ypolarisation , 105 


Apparat haben wir die urspriingliche Blende von 1,2 mm auf 0,5 mm 
verengt. 

Um bei der Mikropolarisation genaue MeBwerte zu erhalten, ist 
eine gute Beleuchtung unentbehrlich. Zu diesem Zwecke eignen sich 
am besten die Quecksilberlampen, die eine grobe Flachenhelligkeit 
besitzen. Fiir unsere Zwecke gebrauchten wir eine Analysenquarzlampe. 
Die nétigen Filter wurden an dem Polarisationsapparat befestigt, an 
Stelle der Kiivette fiir Kaliumbichromat. Fiir den allgemeinen Gebrauch 
wurde die griine Linie 546,1 my. verwendet, die mit Jenaer Glasfilter 
(OG 1,1 mm stark und BG 11,20 mm stark) ausfiltriert wurde. Diese 
lassen etwa 80°, des Lichtes der griinen 
Linie durch. Mit einem kleinen Hand. 
spektroskop untersucht zeigte das Filter 
auBer der griinen Linie nur eine geringe 
rote Strahlung. Diese konnte zum gréBten 
Teil mit einer 2-cm-Kiivette, die mit 
5%iger CuSO,-Lésung und einigen Trop- 
fen Hy SO, gefiiilt war, adsorbiert werden. 

Bei dieser guten Beleuchtung gelang es 

zumeist, den Halbschattenwinkel unter 

1° zu verkleinern. Verwendet man bei 

dieser Beleuchtung ein gewéhnliches 

Polarisationsrohr, so ist es bei nicht ad- 

sorbierenden Fliissigkeiten méglich, auch sak &. WenihaesDubeatanehin 
mit einem Halbschattenwinkel von 0° zu fiir fliichtige Lésungsmittel 
arbeiten. Theoretisch sollte dabei das Ge- 

sichtsfeld vollkommen dunkel sein, da aber die Nicolschen Prismen 
sich nicht in einer solchen Giite herstellen lassen, sind auch Messungen 
bei guter Beleuchtung bei 6° Halbschattenwinkel még'tich. 

Die Dichtebestimmungen sind im kleinen Mage schwer durch- 
fiihrbar. Ein rasches und sauberes Arbeiten erméglichte eine Pipette 
nach Abb. 3. Diese ist eine Kombination des Pregelschen Einfiill- 
pyknometers! und des Sprengel-Ostwaldschen Pyknometers?. Die 
Pipette wird in Stellung @ vollgesaugt und nach Ablaufenlassen bis 
zur Marke in die waagerechte Lage »b gebracht und gewogen. Dabei 
zieht sich das Lésungsmittel aus der Kapillare zuriick, wodurch die 
Verfliichtigung des Lésungsmittels verhindert wird. Um médglichst 
genaue Werte zu erhalten, soll die Pipettenspitze diinn ausgezogen sein. 

Zur Untersuchung der Leistungsfahigkeit der Einrichtung seien 
einige Messungen angegeben, die mit dem Mutterkornalkaloid Lrgo- 


' F. Pregel, Die quantitative organische Mikroanalyse, 1930. 2 Ost- 
wild, J. f. prakt. Chem. 16, 386, 1877. 
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taminin durchgefiihrt wurden. Fiir die Messungen wurde das Alkaloi:| 
in abs. Chloroform gelést, es zeigt dann nach den Untersuchungen voi, 
Smith und Timmis! eine spezifische Drehung von [a]5461 +. 45y 
(€ 0,5). 





y Gewicht der . 18 
Substanz Léeung Dichte Dechuag Rohrlinge (*)3561 
g 2 cm in Chlorofor 


0,002 79 0,844 53 1,494 1,11 f 450 
0,004 32 1,290 35 1,494 1,11 444 
0,004 25 0,929 76 1,495 1,56 5 456 
0,003 85 0,793 86 1,494 1,66 { 458 
0,002 07 0,660 97 1,493 1,02 f 436 
0,004 58 1,356 84 1,494 1,14 452 
0,001 80 0,554 02 1,496 1,07 é 440 
0,002 07 0,640 85 1,494 | 1,10 f 456 


Die Abweichungen von 450° sind meistens kleiner als -- 2%, nur 
in einem Falle wurde ein Fehler von 3°% gefunden. Bei dem benutzten 
kleinen Polarisationsapparat entsprechen einem Einstellfehler von 0,0 1° 
in der spezifischen Drehung Differenzen von 3°. Beriicksichtigt man 
im weiteren, da8 zur Einwaage nur einige mg Substanz dienten, so 
erscheint die erhaltene Genauigkeit befriedigend. 


Dem Diektor des Instituts, Herrn Professor Géza v. Doby, und der 
Szichenyi Wissenschaftlichen Gesellschaft, Budapest, bin ich fiir die freund- 
liche Unterstiitzung zu aufrichtigem Dank verbunden. 


' 8. Smith u. G. M. Timmis, J. chem. Soc. London 1930, 8. 1390. 





Uber eine Trockenréhre 
deren Hochvakuum durch Adsorption erzeugt wird. 
Von 
Nikolaus v. Békésy. 
(Aus dem Landwirtschaftlich-chemischen Institut der Kén. Ung. Universitat 
fiir Technik und Wirtschaftswissenschaften, Budapest.) 
(Eingegangen am 12. Februar 1942.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Der Rohrenexsikkator, auch Trockenpistole genannt, ist in seiner 
iiblichen Form nicht immer befriedigend, denn der innere Durchmesser 
der Réhre ist meistens eng, so daB sich nur Schiffchen hineinbringen 
lassen. Mangelhaft ist auch die Warmeiibertragung auf die zu trocknende 
Substanz, da die Schiffchen nur an zwei Kanten mit der Trockenréhre 
in Beriithrung stehen. Wird die Evakuation nur mit einer Wasserstrah|- 
pumpe vorgenommen, so geniigt zumeist noch die tibliche Warmeiiber- 
tragung, wahrend sie bei hGherem Vakuum nicht ausreicht, da sie nur 
an den Kontaktflachen tibertragen wird. Des weiteren sind bei organi- 
schen Verbindungen kristallwasserartig gebundene Lésungsmittel zu 
vertreiben, wobei man oft ein andauerndes Erwarmen unter hohem 
Vakuum bendtigt. Dabei ist es nicht zweckmaBig, mit fliichtigen 
Lésungsmitteldimpfen, gegebenenfalls auch iiber Nacht, zu_heizen. 
Ferner sollte das gebrauchliche P,O; durch ein geeigneteres Adsorptions- 
mittel ersetzt werden. Es wurde daher versucht, alle diese Nachteile 
zu beheben, wobei es sich zeigte, dab der Unterdruck einer gewohnlichen 
Wasserstrahlpumpe bei geeigneter Formgebung der Trockenréhre durch 
Adsorption von Wasserdampf oder organischen Lésungsmitteldimpfen 
bedeutend gesteigert werden kann. 


Die Form der Trockenréhre wurde nach Abb. 1 und 2 gestaltet. 
Diese besteht aus zwei durch Schliff verbundenen Glasréhren, wobei 
die linke Halfte zur Aufnahme der zu trocknenden Substanz bestimmt 
ist, wahrend in die rechte Halfte das Adsorptionsmittel kommt. In der 


linken Halfte wird eine gute Warmeiibertragung durch eine Messing- 


einlage erreicht. Diese schmiegt sich genau an die Glaswand und wird 
durch zwei Federn gehalten. Ein diinnes Blatt Asbestpapier zwischen 
Glaswand und Einlage verhindert etwaige Verletzungen der Glaswand. 
Auf die metallene Einlage gelangt eine weitere Messingplatte, die mittels 
eines Griffes leicht herausgenommen werden kann. Diese Platte dient 
dazu, um Wageschilchen, Schiffchen u.a. in die Réhre zu fiihren. Um 
eine innige Berithrung zwischen Wageschale und Platte zu sichern, 
wird zweckmaBig der Boden der Schalen plan geschliffen. Die Er- 
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warmung der gesamten Roéhre erfolgt von auBen, durch einen elektrisc|) 
oder durch Gas geheizten Aluminiummantel. Der geheizte Aluminium 
mantel besteht aus zwei aufklappbaren Halften, die durch Feder) 
gegen die Glaswand gedriickt werden. In jeder Halfte des Mantels sin: 
Fensteréffnungen angebracht, um in der Roéhre die trocknende Substany 
itberwachen zu kénnen. Der Heizmantel ist auch innen mit eine: 





























at 
Abb. 1. Trockenréhre, deren Hochvakuum durch Adsorption erzeugt wird. 


diinnen Asbestpappe verkleidet. Bei Gasheizung hat der Aluminium 
mantel zweckmaBig eine Wandstarke von 1 cm, damit die Temperatur 
sich gleichmaBig iiber die ganze Flache verteilen kann. Kin Thermo. 
meter nebst dem Thermoregulator aBt die nétige Temperatur leicht 





Abb. 2. Trockenréhre, schematisch. 


einstellen. Ein Halter an den beiden Halften des Mantels erleichtert 
die Abnahme. 

In der rechten Halfte der Apparatur ist ein engmaschiges Sieh 
rohrenférmig gemaiB Abb. 2 befestigt. Zwischen dieses Sieb und die 
Glaswand wird ringsherum das Adsorptionsmittel gebracht und mit 
einem Asbestring abgeschlossen. Das Adsorptionsmittel ist dadurch 
fiir die Gase und Dampfe von allen Seiten zuganglich und 1aBt sich von 
auBen leicht erhitzen. Auch dieses Rohr besitzt einen abklappbaren 
Heizmantel, jedoch ohne Fensteréffnungen. 


Als Adsorptionsmittel wurde Kieselgel verwendet, das nicht nur 
den Wasserdampf, sondern auch die Dimpfe von organischen Lésungs- 
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mitten, wie Ather, Alkohol, Benzol u.a., gut adsorbiert. AuBerdem 
zerflieBt es nicht wie P,O; und ist beliebig oft regenerierbar. 

Bekanntlich la8t sich durch Adsorption bei Kiihlung mit fliissiger 
Luft ein hohes Vakuum herstellen. Nach dem Vorschlag von Dewar? 
wurde durch Wohl und Losanitsch? eine Apparatur zur Destillation 
angegeben, die ein Arbeiten unter einem Druck von 0,05 mm Hg ge- 
stattete. Erdmann? gebrauchte luftfreies Kohlendioxyd zur Destillation 
mit einer Ahnlichen Anordnung und erreichte ein Vakuum, das besser 
als 0,083 mm Hg war. Wurde jedoch das Kohlendioxyd aus Bomben 
benutzt, das nicht vollkommen luftfrei ist, so konnte nur ein Unterdruck 
von 5mm Hg erzielt werden. Kieselgel wurde von Mittasch und Kuss4 
an Stelle von aktivierter Kohle verwendet. Bedford5 und in einer 
einfacheren Form Anschiitz® adsorbierten Kohlensaiure an Kieselgel, 
wobei ein Vakuum erreicht werden konnte, das zwischen 0,01 und 
0,001 mm Hg lag. Bei all diesen Verfahren wurde das Adsorptions- 
mittel mit fliissiger Luft gekiihlt. 

Bei Versuchen ergab sich in einigen Fallen, wo Kieselgel durch 
Warme in der Apparatur erhitzt wurde, beim Abkiihlen des Gels auf 
Zimmertemperatur oft ein sehr gutes Vakuum. So konnte nach Evaku- 
ieren mit einer Wasserstrahlpumpe das Vakuum von 12—13 mm Hg 
auf 10,5 mg Hg erniedrigt werden. Da ein solches Vakuum ohne 
jegliche Kiihlungseinrichtung erreicht wurde, nahmen wir eine nahere 
Untersuchung vor. 


Es zeigte sich, daB durch das Gel ein hohes Vakuum dann erzeugt 
wird, wenn in dem Mefraum vorher die Luft durch Wasserdampf 
verdrangt ist. Der Wasserdampf wird dann durch Adsorption am Gel 
volikommen beseitigt, wodurch das Vakuum entsteht. Da die Giite 


des Vakuums weitgehend nur von der Verdrangung der Luft abhangt, 
wurde fiir diesen Zweck eine Methode ausgearbeitet. 

Versuche, bei denen die Luft durch unmittelbar von auben zu- 
gefiihrten Wasserdampf verdrangt wird, erwiesen sich als unbrauchbar, 
da die Dampfe in der Apparatur kondensieren und das zu trocknende 
Material gegebenenfalls befeuchten. Diese Schwierigkeit konnte um- 
gangen. werden, indem der Wasserdampf aus befeuchtetem Kieselgel 
erzeugt wurde. Bekanntlich gibt das Kieselgel bei steigender Tem- 
peratur seinen Feuchtigkeitsgehalt nur langsam ab. So zeigten die 
Versuche Maschkes7, daB die amorphe Kieselséure auf dem Wasserbad 


1 Dewar, Proc. roy. Soc. 74, 122, 1905. — *? Wohl u. Losanitsch, Ber. 
38, 4149, 1905. — * Erdmann, ebenda 36, 3456, 1903; 39, 192, 3626, 1906. 
— 4 Mittasch u. Kuss, Chem. Ztg. 50, 125, 1926. — ° Bedford, Disser- 
tation, Halle 1906. — ® Anschiitz, Ber. 59, 1791, 1926; J. f. prakt. Chem. 
138, 81, 1932. — 7 O. Maschke, Poggendorfs Ann. d. Phys. u. Chem. CXLVI, 
5. Reihe, 26, 90, 1872. Zitiert nach O. Kausch, Das Kieselsiuregel und die 
Bleicherden, 1927. 
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auf 100°C erwairmt und dann auf 170—3506°C wahrend mehrere 
Stunden erhitzt, folgende Wassermengen abgibt: 





Gewicht Wassergehalt, be- Abgegebene Wass: 


y . : ev Z ‘ ange, Gewichts 
Zeitdauer Temperatur des Kieselgels et hoor e ie 


Std. oC g g 


10 100 4,171 j - 
12 170 —180 4,097 : 0,074 
11 200 — 210 4,090 3,38 0,007 
6 245—255 4,080 0,010 
8 290 —310 4,063 0,023 
10 330 — 350 4,052 2,47 0,011 
nach Gliihen 3,952 0,100 


Es ist demnach mdéglich, bei allmahlich steigender Temperatur uni 
bei gleichzeitigem Evakuieren eine fortwahrende Bildung von Wasser 
dampf zu erreichen und dadurch die Luft aus der Apparatur zu ver 
drangen. Bei den ersten Versuchen war eine einwandfreie Arbeit nut 
bei einem bestimmten Wassergehalt des Gels méglich, da bei zu feuchtem 
Gel wiederum Wasserdampf sich niederschlug, bei zu trockenem (ic! 
jedoch nur ein ungeniigendes Vakuum erreicht werden konnte. Diese 
Schwierigkeiten lieBen sich beseitigen, als durch ein Hahnsystem de: 
Apparatur (vgl. Abb. 1 und 2) der iiberfliissige Wasserdampf abge 
fiihrt werden konnte. An der linken Halfte der Apparatur wurde 
die eine Miindung des Zweiweghahnes mit der Wasserstrahlpumpe ver 
bunden, die andere Miindung fiihrte zu einem Quetschhahn, durch den 
ein diinner Luftstrahl in die Apparatur gelassen werden konnte. Der 
Hahn an der rechten Halfte der Apparatur war ebenfalls mit der Wasser 
strahIpumpe verbunden. 

Das Erhitzen des Gels geschah in folgender Weise. Etwa 120 » 
Gel werden mit 4—6cem Wasser, das mit einer Pipette durch dic 
Siebwand auf das Gel getrépfelt wird, befeuchtet. Dies geschielit 
zweckmaBig mehrere Stunden vor Gebrauch, damit die Feuchtigkei! 
sich im Gel gleichmaBiger verteilt. Nach Anlegen des Heizk6érpers der 
rechten Hialfte wird die Heizung so eingestellt, da der Heizmante| 
in 20—25 Minuten etwa 350°C erreicht. Wahrend des Erhitzens wird 
die Apparatur von rechts mit einer Wasserstrahlpumpe evakuiert und 
an der linken Halfte durch den Quetschhahn ein diinner Luftstrom ein- 
gelassen, um den iiberfliissigen Wasserdampf zu entfernen. Der Luft- 
strom ist genau zu regeln; ist namlich das Gel feucht und der Luftstrom 
zu groB, so kann der Hahn der rechten Seite durch den hei&en Wasser 
dampf so stark erwairmt werden, daB dabei die Schmiermittel sich 
verfliissigen. Ist der Luftstrom zu gering, so kommt es zur Wasserdampf- 
abscheidung in der linken Réhrenhalfte. Die Apparatur arbeitet jedoch 
einwandfrei, wenn der Luftstrom so geregelt wird, daB im GefaB ein 
Unterdruck von etwa 20—35 mm Hg herrscht. Bei anhaltendem Er- 
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hitzen wird die Luftzufuhr abgeschlossen, wenn im Innern des Gels 
eine Temperatur von 150—180°C erreicht ist. Nach einigen Minuten 
wird dann auch der rechte Hahn geschlossen und das Evakuieren von 
der linken Seite durch Umstellung des Dreiweghahnes weitergefiihrt. 
Dabei zieht sich der Dampf nach der Réhrenhilfte, welche die zu 
trocknende Substanz enthalt. Ist dabei der entstehende Wasserdampf- 
niederschlag an den kalten Stellen der Apparatur nur hauchartig, so 
stért er nicht, da er beim weiteren Evakuieren wieder entfernt wird. 
Wahrend des Erhitzens des Gels verbessert sich standig das Vakuum, 
da das Gel den Wasserdampf immer schwerer abgibt. Hat das Gel in 
der Apparatur eine Temperatur von 270 —280° C erreicht, so wird der 
Hahn der Wasserstrahlpumpe abgeschlossen, die Heizung eingestellt, 
der Heizkérper vom Gel abgenommen und die Apparatur zur Kiihlung 
sich selbst tiberlassen, wobei die Druckminderung eintritt. 


Anfanglich wurde bei den Versuchen zum Messen des Vakuums 
ein Me Leod-Manometer verwendet. Da jedoch dieses in Gegenwart von 
kondensierbaren Dampfen nur den Partialdruck der nicht kondensier- 
baren Gase angibt, konnte es bei unserer Apparatur nicht verwendet 
werden; auch wiirde bei Zwischenschalten einer Ausfriertasche im 
MeBinstrument viel Restluft zuriickbleiben. Zur Orientierung erwies 
es sich als zweckmaBig, eine Entladungsréhre, die mit einem kleinen 
Funkeninduktor in Betrieb gesetzt wird, anzuwenden. In der Ent- 
ladungsréhre witd das Vakuum durch die Farbanderungen der Ent- 
ladung geschatzt. 

So findet man bei etwa 40 mm Hg einen geschlingelten Lichtfaden, 
der bei abnebmendem Druck an Stirke zunimmt. Dabei setzt sich das 
Lichtband an der Anode rotgefairbt an und zeigt gegeniiber der Kathode 
einen dunklen Trennungsraum (Kathodenfall). Die Kathode selbst ist von 
einer blauen Hiille umgeben, die wahrend des Verbesserns des Vakuums 
die ganze Elektrode umhiillt. Bei etwa 4mm Hg fiillt das Lichtband den 
ganzen Querschnitt der Réhre aus. Bei weiterer Verdiinnung vergréBert 
sich der Trennungsraum zwischen Kathode und Lichtband, wobei sich das 
Kathodenlicht gegeniiber der Anode ausbreitet. Bei etwa 1,5 mm Hg setzt 
eine feine Streifenschichtung der Gasentladung ein; diese Streifen verziehen 
sich bei etwa 0,5mm Hg in einem Abstand von etwa 10 mm, um bei 0,1 mm Hg 
zu verschwinden und in ein gleichma®iges Leuchten iiberzugehen. Von 
0,05 mm Hg an beginnt die Glaswand zu fluoreszieren, wobei aber das rote 
Leuchten noch den Gasraum erfiillt. Bei 0,02 mm Hg verschwindet das 
Glimmlicht an der Kathode. Das rotviolette Leuchten geht auch stark 
zuriick, wobei aber die griine Glasfluoreszenz zunimmt. Bei 6,001 mm Hg 
verschwindet das Leuchten im Gasraum, nur die Glasfluoreszenz bleibt 
lebhaft, bis diese bei weiteren Verdiinnungen ebenfalls verschwindet. 
Dieses Entladungsbild entsteht bei trockener Luft, ermdglicht aber eine 
gute Abschitzung des restlichen Luftgehalts in der Apparatur. 


An der Apparatur wurde eine kleine Entladungsréhre angeordnet, 
da gréBere Réhren nur schwer mit Wasserdampf zu fiillen sind. Auber- 
dem zeigt ein enges Rohr ein viel starkeres Leuchten, wobei die griine 








112 N. v. Békésy: 


Glasfluoreszenz gut sichtbar wird. Zu unserem Funkeninduktor 1,);1 
einer Funkenweite von 5mm wurde ein Rohr von einer Lange voy 
5em und einer lichten Weite von 4mm verwendet. Sollte sich in de 
Rohre nach 6fterem Gebrauch ein Belag bilden, so 1aBt sich dieser mit 
konz. H,SO, leicht beseitigen, wenn Aluminiumelektroden verwendet 
wurden. 

AuBer der Entladungsréhre wurde ein kleines, abgekiirztes Queck 
silbermanometer zur Beurteilung des Wasserstrahlpumpenvakuunis 
angewendet. 

Messungen, bei denen die zu trocknende Substanz nur weniy 
Wasserdampf abgab, zeigten, daB mit der Apparatur ein Vakuum von 
0,05 mm Hg immer erreicht werden kann. Rasches oder langsames 
Erwarmen beeinfluBten das Endvakuum nicht. Auch zeigte, wie zu 
erwarten, die Erhitzungstemperatur des Gels keinen EinfluB, desha|b 
konnte die Behandlungstemperatur so gewahlt werden, daB es ohne 
Schadigung der Apparatur ein rasches Arbeiten erméglichte. Ver. 
schiedene Gelsorten gaben die gleiche gute Wirkung. Untersucht 
wurden: 





Korngréb« 
mm 


Fabrikat Porenweite 


I. G. Farbenindustrie engporig 1 


Ipartermék Ertékesits Rt. Budapest _ mittelporig 3—4 
Gebriider Herrmann, K6ln-Bayenthal E engporig 0,5--1 


mmiig 


Fiir den tiblichen Gebrauch wurde 
das sogenannte ,,Blaugel** der Firma 
Gebr. Herrmann verwendet. Dieses Gel 
ist ein mit CoCl, getranktes engporiges 
Gel, wobei das CoCl, als Feuchtigkeits- 
indikator benutzt wird. So zeigt es 
eine Ubersittigung des Gels in der Ap- 
paratur mit Wasserdampf durch einen 
Farbumschlag von tiefblau nach rosa an 


2&8 








Nachfolgend soll in einigen prak- 
tischen Beispielen das erreichbare End- 
vakuum untersucht werden. Hierzu 
benutzten wir befeuchtetes Kieselge| 
und verschiedene Mengen frischer 

' ‘ ; Blatter von Primula obconica. Dabei 

eS ee: $Sfd. wurde zu jeder Messung 100 g Adsorp- 
vant taller Val er tionsmittel verwendet und. der 1 
trocknende Stoff in der eingeschlos- 

senen Apparatur auf 66°C erwarmt. Wie das Vakuum sich zeitlich 
einstellt, zeigt Abb. 3. Bei der Kurve I befand sich die Apparatur in 
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ieerem Zustand nur mit dem Adsorptionsmittel. Kurve LI ergab sich 
bei Einschlu8 von einigen frischen Blattern, wobei die Blatter an das 
Adsorptionsmittel 1g Wasser abgaben. III gilt fiir eine Wasserabgabe 
von 3g: V fiir eine Wasserabgabe von 6g. Kurve IV gilt fiir Kiesel- 
vel bei 4g Wasserabgabe, VI bei 6g Wasserabgabe. 

Wie aus Abb. 3 zu ersehen ist, 148+ sich im Apparat nur dann ein 
vutes Vakuum erreichen, wenn das Adsorptionsmittel mit Wasserdampf 
nicht iiberlastet ist. Eine solche Uberlastung zeigen die Kurven V und VI, 
wo das Vakuum wahrend der Trocknung sich verschlechtert, da die 
abgegebene Wassermenge vom Adsorptionsmittel nur bei einem gréBeren 
Gleichgewichtsdruck aufgenommen werden konnte. 

Soll ein besseres Vakuum erreicht werden, so ist die Menge des 
Adsorptionsmittels zu vergréBern oder eine Kiihlung mit Eis oder 
besser mit einem Eis-Salzgemisch vorzunehmen. Befindet sich in der 
Apparatur keine zu trocknende Substanz, so konnte durch Kiithiung 
auf ~ 20°C ein Vakuum unter 0,001 mm Hg erreicht werden, so dal 
die Leuchterscheinungen im angeschlossenen Entladungsrohr ausblieben. 


Ist eine gegen Wasserdampf empfindliche Substanz zu trocknen, 
so verwendet man statt diesem Benzo] oder Alkohol, die vom Kieselgel 
gut adsorbiert werden. Dazu wird das Gel in der Apparatur bei Ent- 
liiftung bis auf 400°C erhitzt und nach Abkiihlen mit diesen Lésungs- 


mitteln benetzt. Am besten eignet sich Benzol, da dieses eines der 
indifferentesten Lésungsmittel darstellt. Beim Gebrauch von Benzo] 
oder Alkohol geniigt es, das Evakuieren nur am Zweiweghahn vorzu- 
nehmen, da es meistens nicht zu Dampfausscheidungen kommt. AuBer- 
dem ist die Erhitzung des Gels beim Gebrauch von Alkohol nicht iiber 
L70°C zu steigern, bei Benzo] reichen etwa 250°C aus. 


Zusammenfassung. 

Es wird eine Trockenréhre beschrieben, in der bei Evakuieren mit 
einer Wasserstrahlpumpe die Luft zunachst mit Wasserdampf verdrangt 
wird. Der dazu nétige Wasserdampf wird durch Erhitzen von be- 
feuchtetem Kieselgel hergestellt. Nach AbschluB der Apparatur wird 
beim Abkiihlen des erhitzten Gels der restliche Wasserdampf in der 
Trockenrdhre adsorbiert, wodurch ein hohes Vakuum von etwa 
0,05 mm Hg entsteht. 

Fiir die freundliche Unterstiitzung bin ich dem Direktor des Instituts, 


Herrn Professor Géza v. Doby, und der Széchenyi Wissenschaftlichen Gesell- 
schaft, Budapest, zu aufrichtigem Dank verbunden. 
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Acetylcholin-Esterase im hepatopankreatischen Satt 
der Weinbergschnecke (Helix pomatia). 
Von 


A. Rezek und G. Haas. 


(Aus dem Institut fiir Chemie der tierairztlichen Fakultat der Universitit 
in Zagreb, Kroatien.) 


Eingegangen am 23. Februar 1912. 
gegang 


Der hepatopankreatische Saft der Weinbergschnecke enthiilt 
polyfermentativ wirkende Stoffel. Der GroBteil derselben gehért 21 
den Fermenten, die kohlenhydratartige Substrate — ja selbst Cellulose 
zerlegen, wie dies Karrer und Mitarbeiter? gezeigt haben. Hingegen so|| 
der hepatopankreatische Saft der Weinbergschnecke angeblich keine 
wirksamen Stoffe enthalten, die eiweiBartige Substrate fermentatiy 
zerlegen kénnten3. 

Wegen dieser Eigenschaften haben wir den hepatopankreatischen 
Saft der Weinbergschnecke in einer Reihe unserer Untersuchungen 
iiber die Kinetik verschiedener Fermentgemische, besonders der amylo- 
lytischen*, dann der verschiedenen Substrate und Zusatze, die solche 
aktiven Stoffe in ihren natiirlichen Lésungen begleiten, verwendet. 

Im Laufe der Arbeit konnten wir, nebst anderen Beobachtungen, 
feststellen, daB der Hepatopankreas-Saft der Weinbergschnecke auBer 
einigen anderen Esterasen auch Acetylcholin-Esterase enthilt, die nicht 
nur sehr aktiv ist, sondern auch besondere Eigenschaften besitzt. 

Das Vorhandensein der Acetylcholin-Esterase im Blute der Wein. 
bergschnecke, ahnlich wie im Blute vieler anderer Tiere, haben Ammon 
und Voss5 gezeigt. Die Aktivitat dieser Blut-Acetylcholin-Esterase ist 
bedeutend gréBer als die Aktivitat der Acetylcholin-Esterase des Pferde- 
serums, wenn auch letzteres als Quelle fiir Acet ylcholin- Esterase héchster 
Aktivitat gilt. Aus den Angaben der genannten Autoren in der an- 
gefiihrten Abhandlung ist jedoch nicht ersichtlich, ob das Eserin auch 
die Wirksamkeit dieser Esterase hemmt, etwa so wie es die hydro- 
lytische, aber nicht die synthetische® Wirksamkeit einiger anderer 
heute schon besser erforschter Acetylcholin-Esterasen inhibiert. 


* Von der alteren Literatur siehe z. B. I. Gjaja, Etude des Ferments, 
des Glucosides et de Hydrates de Carbone chez les Mollusques ... Thése 
de Doctorat des Sciences. Paris 1909. — 2 Helv. chim. Acta 7, 144, 1924. — 
* Quagliariello in: Winterstein, Handb. d. vergleichenden Physiol. Bd. 1/1, 
1923. — * Noch nicht veréffentlichte Ergebnisse. — 5 Pfliigers Arch. f. 
ges. Physiol, 285, 393, 1935. 8 F. Th. Briicke, Wien. klin. Wochenschr. 
54, 893, 1941. 
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Beschreibung der Versuche und Besprechung der Ergebnisse. 


Den Hepatopankreas-Saft der Weinbergschnecke, mit welechem unsere 
Versuche vorgenommen wurden, haben wir im Monat August gewonnen und 
im Kithlschrank (+ 5°C) unter Toluol bis zum Oktober aufbewahrt. Die 
amylolytische, die Oxydase- und Peroxydase-Wirkung ! blieb wahrend dieser 
ganzen Zeit vollkommen erhalten. Ein Teil des nativen Saftes wurde 
bei Zimmertemperatur im Vakuum getrocknet und im trockenen Zustand 
aufbewahrt. Der getrocknete Saft lést sich sehr leicht und vollstandig in 
Wasser. Als Substrat wurde Acetylcholin-HC! ,,Roche* vorwiegend in 
0,1%iger wasseriger Lésung benutzt. Die hydrolytische Wirkung wurde 
nach der Methode von Knaffl-Lenz*, die unserem Material angepaBt war, 
bestimmt. Die Titrationen wurden mit n/200 NaOH und die Messungen bei 
38°C ausgefiihrt. Zum Vergleich der Wirkung wurde Acetylcholin-Esterase 
aus Pferdeserum verwendet. Zur Inhibition dienten Lésungen von Eserin- 
salicylat bzw. Cocain-hydrochlorid. Als Indikatoren wurden verwendet : 
0,08%ige wasserige Bromthymolblaulésung und die gewohnliche Labo- 
ratoriumslésung von Phenolphthalein. Wenn auch der hepatopankreatische 
Saft der Weinbergschnecke dunkel-rotbraun gefarbt ist, konnten die kleinen 
Mengen, die fiir einzelne Versuche benutzt wurden, die Farbe der Indi- 
katoren nicht verdecken. Die Versuche wurden in kleinen Erlenmeyer- 
Kolben mit eingeschliffenen St6pseln vorgenommen. Das Gesamtvolumen 
der Reaktionsgemische betrug bei den meisten Versuchen etwa 11 ccm. 
Bei Versuchen, die langere Zeit beanspruchten, wurden dem Reaktions- 
gemisch einige Tropfen Toluol hinzugefiigt. Die Autolyse des Substrates 
war auch bei langerer Versuchsdauer nur sehr geringfiigig, mit Ausnahme 
der Versuche mit Phenolphthalein. Mit Riicksicht darauf, daB der Hepato- 
pankreas-Saft der Weinbergschnecke bei erhéhter Temperatur teilweise 
gerinnt und in diesem Zustand nur schwer volumetrisch gemessen werden 
kann, wurden die Inaktivierungsversuche bei diesen Temperaturen so durch- 
gefiihrt, da& man bestimmte Mengen des Saftes in diinnwandige Glas- 
réhrehen fiillte, diese der erhéhten Temperatur aussetzte und sie dann im 
GefaB mit dem Reaktionsgemisch zertriimmerte. 


In den folgenden Tabellen sind die Ergebnisse einer Reihe unserer 
Versuche wiedergegeben. Die angefiihrten Werte entsprechen der bei der 
Reaktion gebildeten Essigsaiure, ausgedriickt in Prozent der gesamten 
Essigsiure, die bei der verwendeten Menge des Substrats maximal 
entstehen kénnte. 
Tabelle I. 
Acetylcholin: 5 ccm (0,1%ige Lésung). H,O: 5 ccm. Hepatopankreas-Saft : 

0,lcem. Serum: 0,1 cem. Indikator Bromthymolblau: 1 ccm. 








Zeit in Minuten: 30 60 1015 1070 


1. Ansatz ohne Ferment ........ é 0 0,45 0,45 
2. Hepatopankreas-Saft .......... 11,9 21,0 85,7 92,0 
Bie sii RS hades 4,5 8,2 30,0 | 36,5 





1 Nicht ver6ffentlichte Ergebnisse. — ? Arch. f. exper. Path. u. Pharm, 
97, 242, 1937. 
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Tabelle II. 
Versuchsbedingungen wie bei Tabelle I. Eserin: 0,01 mg im ganzen 
Reaktionsgemisch. 





Zeit in Minuten: 30 60 


1. Hepatopankreas-Saft........ 14,5 25,0 
2. Hepatopankreas-Saft + Eserin 10,9 17,6 
3. Serum 5 10,6 
4. Serum + Eseri a 


Tabelle II. 
Versuchsbedingungen wie bei Tabelle I, jedoch Hepatopankreas-Satt : 
0,02 cem. Serum: 0,02 ecm. 





“ qelt in Minuten : 30 330 “490 880 1440 1590 2850 3030 


1. Hepatopankreas-Saft 3,6 | 18,2 24,6 28,3 61,0 86,5 | — — | 985 


2. Hepatopankreas-Saft + Eserin 3,6 14,5 189 21,8 45,5 50,0) - 72,0 
3. Se 18 5,4 8.2 10,0 21,0 27,3 | 32,8 61,0 


Tabelle IV. 
Versuchsbedingungen wie bei Tabelle IT, jedoch Hepatopankreas-Saft 
0,5eem, Serum: 0,5 cem. 





Zeit in Minuten: 30 60 90 


1. Hepatopankreas-Saft ....... | 53,0 84,6 100,0 
2. Hepatopankreas-Saft ; Eserin 32,0 50,0 68,5 
3. Serum 25,5 47,5 61,0 
4. Serum ; Eseri “ a 


Tabelle V. 
Versuchsbedingungen wie bei Tabelle I1, jedoch statt Eserin 0,01 mg Cocain 





“Tait in Minuten : ‘ 120 215 1165 


l. deceeeie Saft 35, 54,7 96,0 
2. Hepatopankreas-Saft + Eserin .. 5 54,7 | 96,0 
3. Serum ; 25,5 | 56,7 
4. Serum + Eserin 36 93,4 | 66,7 


Tabelle VI. 
Versuchsbedingungen wie bei Tabelle II, jedoch Substrat: 20 mg Acety|- 
cholin (6 ccm 0,4%ige Lésung). 





oe in Minuten : 30 } 60 | 90 120 150 180 210 250 1060 1420 2620 


1. Hebitenenibaiis- Saft. 6,7 11,6 18.2 25,0 29,5 33,3 | 37,4 - 14,5 84,7 89,0 
Hepatopankreas-Saft 

+ Eserin 7,0 13,4 20,0 26,0 29,8 33,6 36,7 — 71,5 78,7 89,2 

3. Serum 18 4,0 6,8 10,0 13,0 15,8 18,5 — 34,2 40,0 [52,2 

Serum + Eserin.... 6 & @ “ 7] 7] 4 ll 4,1 6,3 11,4 








Pll 


satt: 


8030 


98.5 
72,0 
61,0 
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Tabelle Vil. 
Versuchsbedingungen wie bei Tabelle II, jedoch als Indikator Phenol- 
phthalein. 



















230 









Zeit in Minuten : 1385 





20 





40 60 





210 250 | 290 









Hepatopankreas-Saft ....... 14,5 29,0 41,0 52,0 73,8! 83,0 86,0 95,0 100,0 
2. Hepatopankreas-Saft + Eserin 12,8 21,0 27,3 32,8 42,7 47,5 56,0 62,0 83,0 
Di UME sls inv «Cale nw is IHRE 10,9 21,8 33,8 50,0 65,7| 76,0 80,0 86,5 95,0 
4. Serum + Eserin ............ 5,5 8,2 10,9 13,7 18,4 20,0 21,9 26,4 35,6 







Tabelle VITI. 
Versuchsbedingungen wie bei Tabelle IT, nur beim Versuch 2: 0.1 mg und 
beim Versuch 3: 1 mg Eserin. 
















“Zeit in Minuten: | 40 60 80 100 480 510 1445 





<a 13,7 21,9 29,2 36,5 748 82,0 | 9: 
2. Hepatopankreas-Saft + Eserin 10,0 16,4 21,0 25,5 58,5 60,7 | 8 
3. Hepatopankreas-Saft + Eserin 10,0 16,4 21,0 26,5 53,0 54,8 | 7 











Tabelle IX. 
Versuchsbedingungen wie bei Tabelle II, jedoch Substrat: 1 mg Acetyl- 
cholin (1 cem 0,1%ige Lésung + 4cem H,0O). 
















Zeit in Minuten: 20 60 





10 


Hepatopankreas-Saft .......... | 13,6 29,0 45,5 68,5 






| 

2. Hepatopankreas-Saft + Eserin .. 10,9 10,9 21,9 32,8 
ELE TR OR LET Pe MIE eae 7,3 11,8 30,5 46,5 
4. Serum + Fserin ............... 4 D i] 4” 







Tabelle X. 
Versuchsbedingungen wie bei Tabelle Il, nur wurden bei Versuch 2 und 4 
der hepatopankreatische Saft und das Serum vorher 3 Stunden lang auf 
60°C erwarmt. 













Zeit al Minwea : 60 120 180 210 1080 


37,4 53,0 60,0 97,0 





1¥ ’ Maphtiaiamhivens- Saft Cowen es 1 







9,1 
2. Hepatopankreas-Saft ....... 2,9 4,9 8,0 9,8 29,0 
Ge ROUND oi reynted A AA ewes 6,4 14,6 22,8 29,8 56,5 
ere nee eee 5,4 11,2 18,2 21,9 46,5 









Tabelle XI. 

Acetylcholin: 5 cem (0,1°%ige Lésung). H,O: 5cem. Hepatopankreatischer 

Saft: 0,leem. Indikatoren Bromthymolblau: leem. Phenolphthalein: 
2 Tropfen. Eserin: 0,01 mg. 















Zeit in Minuten : 120 465 






1. Hepatopankreas-Saft Indikator Bromthymolblau 22,8 45,5 78,5 91,0 97.5 
2. Hepatopankreas-Saft + Eserin — Indikator Brom- 

Be eee er rey eer er ee 13,6 27,3 54,6 61,0 61,0 
3. Hepatopankreas-Saft—Indikator Phenolphthalein 25,5 49,2 81,0 94,2 100,0 





4. Hepatopankreas-Saft -+- Eserin—Indikator Phenol- 
RD SS ine’ 00 SRE OA SN tw PR HEOA wee ete’ » 17,3 28,3 42,0 48,4 49,2 
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Aus den mitgeteilten Ergebnissen ist ersichtlich, daB die Acety!. 
cholin-Esterase des Hepatopankreas-Saftes der Weinbergschnecke im 
Gegensatz zu der des Pferdeserums eine hedeutend qréBere Aktivitat zeigt 
wenn sie in ihrer nativen Lésung verwendet wird. Die Unterschiede iy 
der Wirksamkeit (Bromthymolblau als Indikator) bewegen sich in dey 
ersten 3 Stunden der Reaktionszeit zwischen 5 und 40°. Die Aktivitit 
der Acetylcholin-Esterase des hepatopankreatischen Saftes der Wein- 
bergschnecke ist fast gleich im sauren (mit Bromthymolblau, px — 6.0 
bis 7,6) und im alkalischen (mit Phenolphthalein, pu -- 8.3 bis 10.2 
Gebiet. Da die optimale Aktivitaét der Acetylcholin-Esterase des 
Pferdeserums bei px — 8,51 liegt, ist verstandlich, da sich ein Teil der 
festgestellten gréBeren Aktivitat der Acetylcholin-Esterase des hepato- 
pankreatischen Saftes der Weinbergschnecke aus der Verminderuny 
der Aktivitat der Acetylcholin-Esterase des Pferdeserums ergibt, die 
eintritt, wenn sich diese — besonders bei den Versuchen mit Bromthymol.- 
blau — im sauren Bereich befindet. Dies trifft besonders fiir die Ver- 
suchsergebnisse zu, die sich auf gréBere Zeitabstinde und langere 
Versuchsdauer beziehen. Im alkalischen Bereich (bei den Versuchen 
mit Phenolphthalein), wo die Aktivitat der Acetylcholin-Esterase 
des Pferdeserums mehr zum Ausdruck kommt, sind diese Unterschiede 
geringer und betragen héchstens bis zu 10°. Die Unterschiede in der 
Aktivitaét sind auch augenfallig, wenn kleine Mengen der Ferment- 
lésung verwendet werden, besonders bei langeren Versuchszeiten; bei 
Verwendung gréBerer Mengen der Fermentlésung kommen sie schon 
in den ersten 90 Minuten zum Ausdruck. Der Unterschied in der Akti- 
vitat betragt auch hier bis zu etwa 40%. Die gréBere Aktivitat der 
Acetylcholin-Esterase der Weinbergschnecke ist auch bei Verwendung 
kleiner Substratkonzentrationen zu beobachten. GréBere Substrat- 
konzentrationen, sowie auch gréfere Fermentkonzentrationen im 
Reaktionsgemisch, begiinstigen die Geschwindigkeit der Zerlegung. 
In den ersten Stunden der Reaktionszeit geht der ProzeB als mono- 
molekulare Reaktion vor sich. Die Zerlegung des Substrates ist voll. 
stindig. Die Acetylcholin-Esterase des hepatopankreatischen Saftes 
der Weinbergschnecke ist in ihrer nativen Lésung thermolabiler als 
die des Pferdeserums; sie wird aber auch in 3 Stunden bei 60° C nicht 
vollstandig inaktiviert. 

Eine besondere Eigenschaft der Acetylcholin-Esterase des Hepato- 
pankreas-Saftes der Weinbergschnecke auBert sich darin, daB ihre 
Aktivitat, im Gegensatz zu vielen anderen bis heute bekannt gewordenen 
Acetylcholin-Esterasen, durch Eserin nur teilweise oder tiberhaupt 
nicht aufgehoben werden kann. So bleibt die des Pferdeserums bei 


1 W. Hanske, Angew. Chem. 54, 337, 1941. 
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gleichen Versuchsbedingungen (mit Bromthymolblau als Indikator) 
iiber die ganze Versuchszeit inaktiv, wahrend die Acetylcholin- Esterase 
der Weinbergschnecke, besonders in den ersten Stunden der Versuchs- 
zeit, nur um 12 bis 37 % schwacher wirkt. In den meisten Fallen ist die 
Acetylcholin-Esterase des Hepatopankreas-Saftes der Weinbergschnecke 
auch bei Anwesenheit von Eserin noch immer um etwa 10 °% aktiver als 
die Acet ylcholin-Esterase des nativen Pferdeserums allein. Eine Aus- 
nahme bilden die Versuche mit kleinen Substratkonzentrationen. 
Bei kleinen Fermentkonzentrationen im Reaktionsgemisch ist die 
Inhibitionswirkung des Eserins etwas ausgepragter. Die Inhibitions- 
wirkung des Eserins kommt aber tiberhaupt nicht zum Ausdruck, wenn 
beim Versuch eine gréBere Substratkonzentration verwendet wird, 
ja in den ersten Minuten der Versuchszeit scheint die Aktivitat der mit 
Eserin inhibierten Acetylcholin-Esterase der Weinbergschnecke sogar 
etwas gréBer zu sein. 

Im alkalischen Gebiet (bei den Versuchen mit Phenolphthalein) 
ergab sich ein etwas anderes Bild. Die Inhibitorwirkung des Eserins 
auf die Acetylcholin-Esterase des hepatopankreatischen Saftes der 
Weinbergschnecke ist bedeutender; in einigen Fallen betrigt sie bis 
zu 50%. Bei solchen Versuchsbedingungen ist die Aktivitat der mit 
Eserin inhibierten Acetylcholin-Esterase des hepatupankreatischen 
Saftes kleiner als die Aktivitat der des nativen Serums. Die Autclyse 
des Substrates ist im alkalischen Gebiet gleichfalls bedeutend, so daB es 
den Anschein hat, als ob das Eserin selbst die Acetylcholin- Esterase 
des Pferdeserums nicht vollstandig inhibieren wiirde. 

Beziiglich der Konzentrationen des Eserins, die eine teilweise 
Inhibition der Acetylcholin-Esterase des Hepatopankreas-Saftes ver- 
ursachen, sei erwihnt, daB diese ungefahr mit jenen iibereinstimmen, 
die Ammon und Voss! fiir diese Esterase des Pferdeserums festgesteilt 
haben. Aber bei unseren Versuchsbedingungen inhibieren 0,1 mg 
bzw. 11mg Eserin (im ganzen Reaktionsgemisch) die Acetylcholin- 
Esterase des Hepatopankreas-Saftes gleich stark. 

Die verwendeten Cocainkonzentrationen sind ohne Wirkung; 
aber bei den beschriebenen Versuchsbedingungen wirkt Cocain auch auf 
die Acetylcholin-Esterase des Pferdeserums nicht inhibierend. Die 
wiasserige Lisung des getrockneten Stoffes (Saftes) ist gleichfalls aktiv, 
wenn auch etwas schwicher. Diese Lésung verhalt sich dem Eserin 
gegeniiber genau so wie der native Saft. 

Auf die Frage, warum Eserin bei bestimmten Versuchsbedingungen 
die Aktivitat der Acetylcholin-Esterase des Hepatopankreas-Saftes 
der Weinbergschnecke iiberhaupt nicht beeinfluBt bzw. sie nur teilweise 


1 Siehe FuBnote 5 auf Seite 114. 
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abschwacht, kann zur Zeit nur schwer die richtige Antwort gefunden 
werden. Wenn man sich aber auf die Kenntnisse stiitzt, die heute iiber 
die Wirkung mancher anderer Inhibitoren, z. B. des Na F auf verschiedene 
Phosphatasen, bekannt sind. so kénnte man auch in diesem Falle an 
den EinfluB der verschiedenen anderen Bestandteile des hepatopankre - 
tischen Saftes der Weinbergschnecke — in erster Reihe eiweiBartiger 
und an die Verschiedenheit in der Affinitat zwischen Substrat und 
Acetylcholin- Esterase bzw. Eserin denken. 


Zusammenfassung. 


Der hepatopankreatische Saft der Weinbergschnecke (Helix 
pomatia) enthalt Acetylcholin-Esterase, die aktiver ist als die Acety]- 
cholin-Esterase des Pferdeserums und deren Aktivitét im sauren und 
alkalischen Gebiet annahernd gleich ist. In den ersten Stunden der 
Reaktionszeit ist die Reaktion monomolekular, die Zerlegung des 
Substrats vollstandig. Die Thermolabilitat dieser Acet ylcholin- Esterase 
ist gréBer als die der Acetylcholin-Esterase des Pferdeserums. Dic 
Aktivitat der Acetylcholin-Esterase des Hepatopankreas-Saftes kann 
durch Eserin nur teilweise herabgesetzt werden. Bei gréBeren Substrat- 
konzentrationen ist das Eserin ohne Einflu8. Die wasserige Lésung des 
Trockenriickstandes verhalt sich so wie die native Lésung. 





